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TOXICITE DES SULFOCONJUGUES DE LA SERIE AROMATIQUE 


Depuis quelque temps, les notions sur lauto-intoxication 
par les poisons d’origine intestinale, notions qui autrefois 
étaient encore tres vagues, commencent a se préciser. Bien 
quil ne manque pas de savants pour défendre la these d’une 
symbiose entre l’organisme et les microbes qui pullulent dans 
nos intestins, il est généralement admis qu’un certain nombre 
d’entre eux, capables de provoquer des lésions importantes, 
constituent un danger pour lVorganisme. Le coli-bacille, ie 
microbe le plus répandu du tube digestif, est un producteur 
actif d'une toxine trés dangereuse. D’aprés les recherches de 
Stoudzinski (1), faites dans notre service, les cultures de ce 
microbe, tuées par la chaleur, sont capables d’amener la mort 
de cobayes par injection intraveineuse. Filtrées & travers la 
bougie Chamberland, les cultures en bouillon du coli-bacille 
apres de» injections répétées dans le péritoine provoquent chez 
le cobaye des lésions aortiques. Le fait que ce microbe passe 
parfois dans la circulation pour amener des troubles plus ou 
moins graves de l’organisme est suffisamment établi. 


(1) Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 1911, p. 225. 
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Un des anaérobies les plus constants dans le tube digestif de 
Vhomme, le Bacillus Welchii (bacille des phlegmons gazeux 
ou B. perfringens), produit, dans certaines conditions de déve- 
loppement, une toxine mortelle pour les animaux de labora- 
toire. Deux autres anaérobies putréfiants, fréquents dans la 
flore intestinale, le Bacillus sporogenes et le Bacilius putrificus, 
sont également capables de produire des toxines dange- 
reuses (1). Parmi les bactéries putréfactives anaérobies facul- 
tatives, c’est le Bacillus proteus ou Proteus vulgaris de Hauser 
qui, sans étre un hdte constant de ’homme, se rencontre souvent 
dans son tube digestif. D’aprés les recherches de Cantu (2), sur 
50 échantillons de matiéres fécales de sujels bien portants, il a 
été trouvé dans 15, c’est-a-dire dans 30 p. 100 des cas. Or, ce 
bacille est toxique, ainsi qu'il a été démontré depuis déja assez 
longtemps. Tout récemment, Albert Berthelot (3) a établi que 
c'est dans un milieu renfermant de la peptone de caséine 
que Je Proteus donne le plus de substances toxiques, parm 
lesquelles prédomine de beaucoup une toxine proprement 
dite. 

Moins fréquents parmi les bactéries protéolytiques de la flore 
humaine sont les staphylocoques. Tandis qu’en Allemagne 
Moro a rencontré le staphylocoque blane dans presque toutes les 
selles d’enfants nourris au sein, Tissier (4) et Schiller (5) ne 
Vont trouvé & Paris que tres rarement chez le nourrisson. Chez 
Vhomme adulte normal, le dernier observateur l’a isolé deux 
fois sur douze cas examinés. 

Bien plus fréquentes sont les espéces protéolytiques faculta- 
tives mentionnées dans le tube digestif de certains animaux. 
Ainsi le Proteus est hole constant de la flore intestinale du 
rat. Il se rencontre trés fréquemment dans celle du cheval (6), 
des bovidés et des moutons (7). Quant aux staphylocoques, 
ils sont presque constants dans le contenu intestinal de rats, 


(1) Mercunrkorr, ces Annales, 1908, p. 951. 

(2) Ces Annales, 1911, p. 852. 

(3) Recherches sur quelques caractéres du Proteus vulgaris, Thése de M éde- 
cine, Paris, 1913. 

(4) Re-herches sur la flore intestinale du nourrisson. Paris, 1900, p. 141. 

(5) Ces Annales, 1913, p. 69. 

(6 Ciouxewirca, Annales de l'Institut Pasteur, 194A, p. 255. 

(1) Cuouxewircn, ces Annales, 1913, p. 307. 
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de lapins et de chiens alimentés de viande et de pain (Schiller, 
loc: tk, ps Th). | 

Les staphylocoques sont réputés comme producteurs de poi- 
sons, parmi lesquels on connait surtout la leucocydine de 
Van de Velde, toxine active contre les globules blanes, et Vhé- 
molysine, destructrice des globules rouges (Neisser et Wechs- 
berg). Le poison des staphylocoques est particulitrement remar- 
quable par son pouvoir de provoquer des lésions artérielles, 
ainsi que l’ont établi Saltykow (1) et Manouélian (2). 

On voit d’aprés ces exemples, qui sont cependant loin 
d’épuiser la question, que la flore intestinale renferme parmi 
ses hdtes constants ou fréquents plusieurs espéces éminemment 
toxiques. I] était done bien légitime de se demander si leurs 
poisons ne jouent pas quelque role dans les auto-intoxications 
de ’organisme d’origine intestinale. Or, il se trouve que préeisé- 
ment certaines toxines hactériennes se distinguent par l’imapti- 
tude & traverser la paroi intestinale ef & se répandre dans 
Vorganisme. Ainsi Soudzinsky a établi que les poisons de coli- 
bacilles « introduits par la voie buccale ne produisent pas de 
lésions particuliéres dans lorganisme de l’animal » (loc. e7/., 
p. 226). De méme les toxines des staphylocoques, si actives 
lorsqu’on les introduit directement dans la circulation, se sont 
montrées impuissantes pour amener l’artériosclérose par la 
voie des organes digestils. 

Il existe toute une lilltérature sur le sort de plusieurs toxines 
bactériennes, surtout des toxines tétanique et diphtérique, 
introduites dans les intestins. Le résultat général de ces recher- 
ches est que ces poisons sont incapables d’exercer leur action 
funeste dans ces conditions. On altribue aux sucs digestifs le 
pouvoir de détruire les toxines hactériennes. Ce sont surtout le 
suc gastrique, le suc pancréatique ef en partie la bile qui exer- 
cent cette fonction. 

D'aprés Nencky, Sieber et Schumow (3) le mélange de suc 
pancréatique avec la bile agit beaucoup plus énergiquement 
que chacun de ces sucs isolément. La plupart des toxines bac- 
tériennes étudiées ne sont pas résorbées par la parot des intes- 


(1) Beitrdge z. pathol. Analomie, 1908, p. 147. 
(2) Ces Annales, 1913, p. 12. 
(3) Centraldl. ¢. Bakteriologie, 1898, vol. XXIII, p. 840. 
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tins et certains parmi ces poisons sont affaiblis ou détruils par 
les microbes intestinaux. Récemment, Lesné et Dreyfus (1)ont 
fait & ce sujet des expériences qui les ont amenés a conclure 
que les poisons intestinaux ne peuvent étre accusés d’auto- 
intoxication intestinale. Il est cependant impossible d’accepter 
cette opinion comme régle générale, car il existe bien des poi- 
sons bactériens qui exercent toute leur action a travers le tube 
digestif; comme exem ple classique nous pouvons citer le poison 
du bacille du botulisme, si bien étudié par van Ermenghem (2). 

Tandis que d'un cdté on a insisté sur l’impossibililé, pour 
les produils toxiques des bactéries intestinales, d’amener des 
troubles de l’organisme par la voie des organes digestifs, on a 
fait valoir, de Vautre cété, que les produils bactériens, déve- 
loppés dans le contenu intestinal et capables de pénétrer dans 
la circulation, sont dépourvus d’action toxique. Parmi ces pro- 
duits, les substances de la série aromatique (ou cyclique) occu- 
pent la premiere place. 

Apres une période d’hésitation, il esta ctuellement admis 
Wune facon générale que les phénols et l’indol, dont les dérivés 
se retrouvent dans Vurine, sont le produit des microbes intes- 
tinaux, parmi lesquels le coli-bacille et certaines bactéries 
anaérobies jouent le réle prépondérant. On ne nie pas l’action 
toxique des phénols, mais on pense que ces substances, une 
fois qu’elles ont pénétré dans la circulation, se transforment en 
conjugués sulfuriques et glycuroniques, dépourvus de toute 
toxicilé. Quant 4 Vindol, on le considére soit comme tout a fait 
inoffensif, soit comme ne possédant qu'un pouvoir toxique trés 
limité. Conjugué dans l’organisme avec les acides sulfurique et 
glycuronique, Vindol perdrait toute son action. 

Dans ces derniers temps, celle question a 616 étudiée dans 
mon laboratoire. Dratchinsky (3) a établi que Vindol est capable 
d’amener une intoxication aigué et mortelle par injection sous- 
cutanée et intrapéritonéale ou par introduction buccale. La 
dose mortelle par 100 grammes varie entre 0,038 et 0,16 dans 
le premier cas etest égale 4 0,38 par la voie stomacale. L’admi- 
nistration par la bouche de petites doses d’indol, répétées pen- 


(1) Clinique, 2 mai 19413. 
(2) Archives de Phar macodynamie, vol. III, 1897. 
(3) Ges Annales, 1912, p. 401. 
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dant plusieurs mois, a amené chez les animaux de laboratoire 
(cobayes et singes) des Iésions chroniques se résumant en 
phénoménes de sclérose. Ce résultat a été confirmé par 
Wladyezko (1) pour ce qui concerne le cerveau. 

Klant donné que Vindol, introduit par la bouche, se trans- 
forme en partie dans l’organisme en indoxylsulfate de potas- 
sium, il faut conclure des expériences que nous venons de 
mentionner que celle substance est un poison capable de pro- 
voquer des lésions chroniques d’une grande importance. Mais, 
pour arriver & une notion plus précise sur son action toxique, 
il a été intéressant d’établir si elle pouvait amener l’empoison- 
nement aigu de l’organisme. Grace au bienveillant concours de 
la maison Hoffmann-La Roche, & laquelle nous adressons nos 
plus vifs remerciements, nous avons pu nous procurer a deux 
reprises 3 grammes dindoxylsulfate de potassium. Admettant 
comme probable la faible toxicilé de ce produit, nous n’avons 
pu l’étudier que sur de petits mammiféres, tel que souris, 
jeunes cobayes et jeunes lapins. Etant donnée la grande solubi- 
lité de la substance dans l'eau, nous en injections une solution 
de 1 gramme dans 16 cent. cubes d’eau (1 cent. cube de la 
solution contenant 0,0625 dindoxylsulfate de potassium). La 
dose minimale mortelle pour une souris adulle (18-20 gr.) est 
de 0,0625 par injection dans le péritoine ou sous la peau. Aus- 
sitot apres Vintroduction du poison, les souris accusent des 
mouvements convulsifs du diaphragme; les convulsions des 
membres ne tardent pas & se manifester et la mort survient dix 
& vingt minutes apres l’injection toxique. Lorsque celle-ci est 
faite dans le péritoine, il s'accumule dans cette cavilé une séro- 
sité transparente renfermant quelques cellules mononucléaires. 
Apres Vinjection sous-cutanée, il ne se produit pas de trans- 
sudation locale. A l’autopsie, tous les organes se présentent a 
V’état normal, sauf les intestins, fortement hypérémiés chez les 
souris qui ont regu le poison dans le péritoine. Lorsque la mort 
narrive pas bientot apres linjection (ce qui s’observe avec des 
doses inférieures & la minimale mortelle), les souris ne mani- 
festent aucun symptome tant soit peu marqué. 

D’aprés les quelques expériences faites sur des jeunes cobayes, 


(1) Ibid., 1913, p. 336. 


898 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


leur sensibilité pour Vindoxylsulfate de potassium est & peu pres 
la méme que celle des souris, plulot méme un peu plus grande. 
La dose de 0,125 est la dose minimale mortelle en injection 
intrapéritonéale. Elle provoque d’abord des mouvemen!s spas- 
modiques des muscles abdominaux, suivis par des convulsions 
du train de derriére. La mort survient dans la premiére demi- 
heure apres Vinjection. L’autopsie révéle lhyperémie des 
organes abdominaux et accumulation d’une sérosité transpa- 
rente dans le péritoine. Le ceeur s’arréte en diastole. Chez les 
lapins, méme chez des Jeunes de 250-600 grammes, étant donnée 
la petite quantité de la substance que nous avons pu employer, 
nous n’avons pu oblenir que des phénoménes passagers de 
parésie des pattes postérieures. (V. Appendice I.) 

Pour juger du degré d’atténuation de la toxicilé de Vindol 
par sa transformation en indoxylsulfate de potassium, il a fallu 
faire des expériences comparatives avec le premier. Vu sa trés 
faible solubilité dans Veau, nous lavons administré & nos 
animaux en solution dans Vhuile d’olive. 

La dose minimale mortelle pour la souris est de 0,0125 er., 
cest-a-dire cing fois plus faible que la dose correspondante 
dindoxylsulfate de potassium. A peu prés le méme rapport a 
été constaté pour les petits cobayes qui meurent a partir de 
0,02 grammes d’indol injecté sous la peau. (V. Appendice II.) 
D’aprés Dratchinsky (doc. cit., p. 407), la dose minimale mor- 
telle pour 100 grammes de cobaye serait de 0,038, chiffre qui 
nest pas trop différent du mien. 

Ainsi que nous l’avons mentionné ailleurs (1), le paracré- 
sylsulfate de potassium, dérivant du paracrésol, cet autre pro- 
duit des bactéries intestinales, est également un poison actif. 
Cette substance, que nous devons aussi & l’obligeance de la 
maison Hoffmann-La Roche, et dont nous avons eu A notre 
disposition une plus grande quantilé que d’indoxylsuifate de 
potassium, a pu élre 6tudiée sur un plus grand nombre d’ani- 
maux. La dose minimale mortelle pour la souris, de 0,05 gr 
s'est montrée & peine plus élevée que celle de lindoxylsulfate 
de potassium. 1 gramme de paracrésylsulfate de potassium, 
injecté sous la peau d'un rat adulte, a amené la mort en une 


(1) Ges Annales, 1912, p. 827. 
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demi-heure. Des cobayes de 300 & 320 grammes meurent une 
heure et demie aprés l’administration de la méme dose dans le 
périloine. Les lapins sont encore plus sensibles au paracrésyl- 
sulfate de potassium. (V. Appendice III.) 

L’atténuation que Porganisme est capable de faire subir au 
paracrésol est comparable a celle que nous avons constatée pour 
Vindol. Ainsi, pour la souris, le paracrésol est cing fois plus 
toxique que le paracrésylsulfate de potassium. (V. Appendice lV.) 

Etant donné que dans un mémoire antérieur (1) nous avons 
déja exposé certains renseignements sur la toxicité du phényl- 
sulfate de potassium, nous pouvons nous borner ici & quelques 
remarques. La dose minimale mortelle de ce sel pour la souris 
est voisine de celle des deux autres sulfoconjugués que nous 
avons étudiés, car elle s’est montrée égale a 0,07 gramme par 
injection sous-cutanée. Pour le rat adulte, elle a élé de 0,57. 
.(V. Appendice V.} 


Il résulte de nos recherches que les trois principaux sulfo- 
conjugués produils aux dépens des corps aromatiques d’origine 
bactérienne, en dehors de leur pouvoir d’amener des lésions 
chroniques de l'organisme, sont encore capables de provoquer 
la mort rapide par intoxication aigué. L’organisme des mam- 
miféres, bien qu’en état de réduire au cinquiéme la toxicité de 
Vindol et des phénols, n’est point capable de les rendre inof- 
fensifs, comme on le pense couramment. Ce fait apporte une 
nouvelle justificaion des moyens que lon a proposés pour 
éviter la formation des poisons de la série aromatique par les 
microbes de notre flore intestinale: un régime approprié, ainsi 
que l’emploi des bactéries antagonistes des microbes produc- 
teurs de ces poisons (2). 


(1) Ces Annales, 1910, p. 759. 

(2) Je saisis cette occasion pour signaler une erreur dans laquelle est 
tombé le Dt Baar (Die Indicanurie, Berlin, Wien, 1912) au sujet de l'emploi 
des ferments lactiques. Au lieu de se servir, dans ses essais de traitement 
de Vindicanurie, de préparations convenables, bien contrdlées au point de 
yue de leur richesse en microbes lactiques actifs, il n’employait que des pro- 
duits desséchés, qui tres souvent ne contiennent que des ferments morts. 
L’inobservance de celte régle élémentaire a été certainement la source prin- 
cipale de Vinsuccés du Dr Baar. 
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APPENDICE I 


Expériences avec lindoxylsulfate de potassium. 


01250 gr. 
dans le 
péritoine. 


Gueéri. 


Paralysie passagére du train de 
derriere. 


0,50 gr. 
dans le 
péritoine, 


Guéri. 


22,50 er. 


0,08 gr. 
dans le 
péritoine. 


Mort en 
A'9 
minutes. 


Aussitot aprés Vinjection, con- 
tracture desmuscles abdominaux. 
Convulsions, mort. A l’autopsie 
1 cc. de sérosité transparente 
avec quelques mononucléaires. 
Grosse rate. Hypérémie des intes- 
tins. Poumons, foie, reins, cap- 
sules surrénales normaux. 


sous 
la peau. 


Mort en 
24 


minutes. 


Pas dexsudat sur la peau. Or- 
ganes d’apparence normale. 


{0,08 er. 
dans le 
péritoine. 


Mort en 
22 
minules. 


Les mémes symptomes et le 
méme résultat d’autopsie que la 
souris de l’expérience 3. 


Souris 
de 


18 gor. 


ACE enla 
sérosité 
péritonéale 
de la souris 
de Vexp. 3. 


Rien 


d’anormal, 


Souris 
de 


4, ¢.¢. dela 
toxicité 
péritonéale 
de la souris 
deWVexp-"5: 


Rien 


danormal, 


0,0312 gr. 
sous lapeau 
du dos. 


Rien 


danormal. 


0,1230 er. 
dans le 
péritoine. 


Souris 
de 
20 gr. 


0,1230 er. 
dans le 
péritoine. 


Mort en 
minutes. 


Mort en 
12 
minutes. 


Aussilét aprés Vinjection, mou- 
vements convulsifs des muscles 
abdominaux; convulsions des pat- 
tes postérieures. Collapsus. Mort. 


Convulsions. 
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Souris 
de 


23 SY. 


0,0312 gr. 


dans le 


péritoine. 


tien 
danormal. 


904 


Souris 
de 
23 8Y. 


0,0312 gr. 


sous 
la peau. 


Rien 
danormal, 


Souris 
de 
Dk gene 


0,0625 gr, 


sous 
la peau. 


* 

Mort en 
28 

minutes. 


Contracture des muscles abdo- 
minaux. Convulsions. Mort. Coeur 
en diastole. Organ. int. normaux. 


Souris 
de 
18 er. 


0,0625 er. 


dans le 


péritoine. 


Mort en 
19 
minutes. 


Autopsie : sérosité transparente 
dans la cavilé périlonéale. Reins 
hypérémiés. Capsules surrénales 
normales. Quelques petits nodules 
blanes dans le foie. 


Souris 
de 


i8 er. 


0,1250 gr. 


dans le 


péritoine. 


Mort en 
43 
minutes. 


Aussilét apres Vinjection, mou- 
vements respiratoires convulsifs. 
A lautopsie poumons, reins, 
capsules surrénales normaux. in- 
testins hypérémiés. Dans le foie, 
un petit nodule blanc. Sérosité 
jabondante dans la cavité périto- 
inéale. 


Lapin 
de 


0,1875 gr. 


dans le 


péritoine. 


Guéri. 


Parésie passageére du train pos- 
térieur. 


0,3125 er. 


dans le 


péritoine. 


Parésie passageére du train pos- 
térieur. 
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Expériences avec l’indol. 
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Exp.| 9 Souris 
4. | avril de 

1913. | 20 gr. 

jExp.| » Souris 
#2. de 

20 gr. 


0,01 gr. Rien 
sous d’anormal. 

la peau. 

0,006 gr. Pas Tronvée morte le lendemain 
sous d’accidents|avec rate trés grosse. 

la peau dintoxica- 


tion indol. 


902 


Souris} 0,0125 gr. 
sous 
la peau. 


Exp.| 14 
3. | avril de 
ASTS AG Ter: 


Aussitot 
apr. Vinj. 
tremblem. 
du corps. 
Mort dans 
10 heures. 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Souris| 0,00125 gr. 
de dans le 
16 gr. | péritoine. 


Lien 
d’anormal. 


Souris 


0,00125 gr, 


Rien 


5. de sous d’anormal. 
14 gr. | la peau. 
Exp.| 9 |Cobaye] 0,2 gr. i9 minutes aprés linjection, 
6. | avril de dans le Mort en |convulsions générales. A Jau- 
1913. |210 gr.| péritoine. 45 topsie : un peu dhuile dans le 
minutes. |péritoine. Coeur en diastole, rem- 
pli de sang foncé, liquide. Or- 
ganes d’apparence normale. 
| 
Exp.| 9 j€obaye} 0,5 c.c. Mort en | Une demi-heure aprés l'injec- 
7. | avril de sous 2 tion, mouvements convulsifs du 
1913. |175 gr.| la peau. heures. |tronc. Paltes paralysées. A lau- 
topsie, les organes ont Vappa- 
rence normale. 
Exp.| 414 |Cobaye| 0,0125 gr. Mort 10 minutes apres Vinjection ont 
8. | avril € dans le apres |commencé les convulsions géné- 
1913. | 95 gr. | péritoine. 4 jours. jrales. Le cobaye reste couché 
pendant quelque témps. 
Exp.| « |/Cobaye] 0,025 gr. | Mort en 12 minutes aprés l’injection trem- 
oF de dans le 10 blement général. 9 minutes aprés 
95 gr péritoine. heures. |convulsions. Collapsus. 
Exp.| » |Cobaye] 0,0025 gr. Aucun 
10. de sous signe d’in- 
100 gr.| lapeau. |toxication. 
Mort 
4 jours ap. 
Vinjection. 
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Expérience avec le paracrésylsulfate de potassium. 


Exp.| 9 Lapin user 
4. | janv. de dans le 
1912. 1550 er.! péritoine. 


Mort en 
35 
minutes. 


Dans le péritoine, sérosité rose. 


Capsules surrén, hyperémiées. 
Autres organes normaux. 
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Exp.| 9 Lapin 2 gr. Mort en Aussit6t aprés Vinjection, con- 
2. |janv.| de dans le _ 25 vulsions des pattes passagéres. 
1912, |550 gr.) périfoine. | minutes. |Aprés un certain temps d’arrét, 
reprises de convulsions jusqu’a la 
mort. 
Exp. Cob. 4 gr. Mort en 
As de dans le 1 heure 
320 gr.| péritoine. | et demie. 
Exp.| » Cob. 4 gr. Mort en 
4. de dans le 1 heure 
300 gr.| péritoine. | et demie. 
Exp. ) Rat 1 gr Mort en 
5. adulte sous 30 
la peau. minutes. 
Exp7| » Rat 0,5 gr. Mort 
6. adulte sous le 
la peau. |lendemain. 
Exp. ) Rat 0,2 gr. Mort en 
ih adulte. sous 84 
la peau. heures. 
Exp. ) Sonris 0,3 gr. Mort en 
8. adulte. sous 41 
la peau. | minutes. , 
Exp. Souris} 0,4 gr. Mort en 
he adulte. sous 42 
la peau. minutes. 
Exp. » |Souri 0,05 gr. Mort en 
10. adulte. sous _ 30 
la peau, minutes. 
Exp.| » Souris} 0,025 gr. Mort en 
Aa adulte. sous 90 
la peau. heures. 
Exp. » Souris] 0,925 gr. Rien 
AF adulte. sous d’anormal. 
la peau. 
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APPENDICE IV 


Expériences avec le paracrésol. 


Exp.| 19 | Lapin WE Pac Mort en Cing minutes aprés l'injection, 
A ais de dans le 12 convulsions des pattes posté- 
1912. |1200gr.| périloine. | heures. |rieures. 
Exp. » Lapin 0,05 er. Mort en 
2 de dans le 42 
600 gr.| péritoine. heures. 
Exp. » | Lapin | 0,002 gr. Rien 
3. de dans le /d’anormal. 
620 gr.| péritoine. 
Exp. » Cob 0,002 gr. Rien 
4, de dans le |d’anormal. 
370 gr.| péritoine. 
Exp. » Cob. 0,08 gr. Guéri. 
5. de dans le 
450 gr.| péritoine. 
Exp. » Rat 0,1 gr. Mort en Aussitot Vinjection, aprés con- 
6. de sous 90 vulsions générales. 
83 er la peau. minutes. 
Exp. » Rat 0,08 gr. Mort en 
He de sous plus de 
94 gr la peau. | 2 heures. 
Exp.|  » Rat 0,02 gr. Mort en Bientot aprés Vinjection, con- 
8. de sous 90 vulsions générales passagéres. 
83 gr la peau. heures. 
Exp. » Rat 0.005 er. Mort en 
9; adulte. sous 90 
la peau. heures. 
Exp.| 30 | Lapin 0,2 gr. Mort en A lautopsie : congestion pul- 
410. | janv. de |souslapeau 60 monaire hbilatérale. 
1912. |480 gy du dos. heures. 
Exp.|  » Lapin| 0,02 gr. Mort en 
ale de dans le 36 
670 gr.| péritoine. | heures. 
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Exp.| 30 | Lapin 0,01 er. Rien 
12. | janv. de dans le |d’anormal. 
1913. 1570 gr.| péritoine. 
Exp:| » Lapin | 0,005 er. Rien 
13. de aans le |d’anormal 
520 gr.| péritoine. 
Exp » Souris} 0,02 gr. Mort en Bientot apres Vinjection, con- 
44, adulte. sous 2 heures |vulsions générales. 
la peau. | et 5 min. 
Ex{ » Souris 0,01 gr. Mort en Idem. 
45° adulte. sous 3 
la peau. heures. 
Exp.] » |Souris} 0,005 gr. Rien 
16. adulte. sous danormal. 
la peau. 
Exp.| » Souris] 0,0025 gr. Idem. 
i7. adulle. sous 
la peau. 
Exp.|  » Souris| 0,00125 gr. 
18. adulte. sous 
la peau. 


APPENDICE Y 


Expériences avec le phénylsulfate de potassium. 


Exp.| 48 | Lapin| 2 gr.:30 Rien 
4. | janv. de sous d’anormal 
19:0. |240gr.| la peau. 
Exp » Cob der, 45 Mort en 
2 de sous 12 
570 gr.| la peau. heures. 
Exp.| » Cob. 0,57 gr. Mort en 
3. de sous 12 
550 gr.| la peau. heures. 
Exp.| » Souris} 0,28 er. Mort en 
4, de sous a 
147 gr.| la peau. | minutes. 
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A8 |Souris| 0,14 gr: Mort en 
janyv. de sous 10 
4910. | 15 gr. | la peau. ruinutes. 


Souris} 0,11 gr. Mort en 
adutte. sous is f 
la peau. | minutes. 


Souris| 0,07 gr. Mort en 
de sous _ 10 
la peau. minutes. 


APA cies Mort en 
sous quelques 
160 gr.) Ja peau. heures. 


Rat 0,57 gr. Mort en 
adulte. sous 36 
la peau. heures. 
Rat 0,28 gr. Rien 
de sous (anormal. 
200 gr.| Ja peau. 
| 
| 
27 |Souris| 0,28 gr. Mort | 


jany. de sous aussitot 
1910 | 16 er.| Ja peau. | apr. inj. 


Souris} 0,14 gr. Mort en 
de sous 20 
13 gr.| la peau. minutes. 


Souris} 0,07 gr. Mort en 
de sous peu de 
3 gr.| la peau. minutes. 


Souris} 0,035 gr. |Guérie ap. 
adulte. sous maladie 
la peau. |passageére. 


| 


Souris} 0,017 er. Rien 
adulte. sous (anormal, 
la peau. 


LE DIAGNOSTIC DE LA RAGE 
PAR LA DEMONSTRATION DU PARASITE SPECIFIQUE 


RESULTATS DE DIX ANS DEXPERIENCES 
par M™ le Dt LINA NEGRI LUZZANI. 


(Travail du laboratoire de M. le prof. Golgi, de ’Université de Pavie.) 


PREMIERE PARTIE 


Cest au D* Negri que revient le mérite d'avoir démontré 
(1903) que dans le systeme nerveux des animaux alteints 
d’hydrophobie, et uniquement dans le systéme nerveux de 
ces animaux, on peut mettre en évidence des formations endo- 
cellulaires particuliéres; il interpréta ces formations comme 
des stades évolutifs d'un microorganisme A ranger parmi les 
protozoaires. 

Le parasite, dans ses stades connus jusquw ici, réside & lin- 
térieur des cellules nerveuses. Toutes les cellules de toutes les 
régions de l’axe cérébro-spinal peuvent étre envahies par le 
parasile (les cellules.de la corne d’Ammon, de l’écorce céré- 
brale, du cervelet, du pont, de la moelle allongée, de la moelle 
épiniére, des ganglions spinaux). 

Sa distribution dans les différentes régions du systéme ner- 
veux est en rapport avec la voie d’entrée du virus rabique dans 
Porganisme et avec le tableau clinique de la maladie; sa pré- 
sence, cependant, étant donnée une durée convenable de la 
période d'incubation, est un fait constant; le parasite se ren- 
contre chez tous Jes animaux qui ont contracté la maladie 
naturellement et chez ceux sur lesquels on l’'a expérimentale- 
ment provoquée (chien, chat, lapin, cobaye, buf, chévre, 
mouton, cochon, ane, cheval, oiseaux, homme). 

Dans la rage furieuse (telle que l’on peut la provoquer par 
injection intracérébrale, intra-oculaire, scarifications cornéales 
et conjonctivales, par dépdot de virus rabique au niveau des 
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muqueuses labiale et nasale, par injection dans le nerf 
médian), le parasite réside principalement dans les cellules de 
la corne d’Ammon, du cervelet,, de lécorce cérébrale: Dans la 
rage paralytique, au contraire (telle que l’on peut la provoquer 
par l'injeclion du virus rabique dans le nerf sciatique), les 
parasites sont rares ou manquent complétement dans ces 
régions, tandis qu’on rencontre des formes typiques et, dans 
quelques cas, abondantes, dans les ganglions spinaux et dans la 
moelle épiniére. 

Liapparition des formes parasitaires dans le systeme nerveux 
coincide avec celle des premiers symptomes de la maladie. 
Pour pouvoir mettre en évidence le parasite spécifique, il est 
done nécessaire que la période d’incubation soit d'une certaine 
durée; expérimentalement, Negri a déterminé qu’elle doit étre 


@environ 144 4 15 jours chez le lapin, 12 & 13 jours chez le_ 


chien. 

Chez les animaux morts a la suite de inoculation de virus 
fixe, les parasites sont trés petits et peu nombreux; la démons- 
tration en est difficile; on comprend dés lors facilement pour- 
quoi leur présence a pu échapper a quelques observateurs. 

Chez les animaux qui ont présenté le tableau clinique de la 
rage furieuse, le siége de prédilection du microorganisme est la 
corne d’Ammon; il y parait plus tot et avec des formes plus 
développées que dans les autres parties du systeme nerveux. 

Conformément & la propriété du systeme nerveux des ani- 
maux enragés, de conserver (dans certaines limites de temps) 
la virulence inaltérée malgré la putréfaction avancée, et de la 
maintenir telle dans la glycérine, le microorganisme décrit par 
Negri conserve, lui aussi, ses propriétés caractéristiques 
malgré la putréfaction et malgré l’immersion prolongée dans 
la glycérine. 

Le parasite est spécifique; Negri et les auteurs qui ont ins- 
titué des recherches de contréle, n'ont jamais rencontré de 
formations semblables dans les cellules nerveuses d’animaux 
normaux et d’animaux affectés d’autres maladies. 

Le parasite de la rage présente des formes et des dimensions 
variables; de stades jeunes & dimensions trés petites on passe a 
des stades plus déyeloppés et de dimensions plus considérables. 
Quelles que soient ces dimensions, & l’intérieur du parasite on 
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observe toujours des modifications structurales caractéris- 
liques, pouvant s’interpréter comme des stades d’un cycle de 
développement. 

En ayant recours aux plus fines méthodes employées pour 
étude des protozoaires, Negri a démontré qu’a l’intérieur du 
parasite il existe en effet de petits blocs et des granules d’une 
substance ayant toutes les réactions de la chromatine; c’est- 
a-dire que le parasite est toujours constitué de deux parties 
essentielles, substance fondamentale et chromatine ainsi qu’on 
Vobserve chez d’autres protozoaires. C’est dans la chromatine 
que se produisent les modifications auxquelles sont subor- 
donnés les divers stades du cycle évolutif. 

Le noyau du parasite est @abord unique. A mesure que les 
diamétres du parasite augmentent, le noyau croit & son tour, se 
fragmente en petits amas qui se dispersent uniformément dans 
le corps du protozoaire. Lorsque interviennent les facteurs 
inconnus quiaménent le parasite 4 la sporulation, — quelle que 
soit la grandeur que le parasite ail alteinte, — la chromatine 
qui, en partie, s'est distribuée en petits blocs, correspondant a 
cchacun des amas de la substance nucléaire plus claire, est sou- 
mise & des processus de division qui se développent et se 
répetent suivant des lois délerminées, jusqu’a ce qu'elle soit 
totalement réduite en petits granules de grosseur uniforme. 
Lorsque la division de toute ou de presque toute la chromaline 
sous forme de granules trés fins et uniformes s’est accomplie, 
le protoplasma se subdivise autour de chacun de ces granules; 
c’est-a-dire que le microorganisme se transforme en un amas 
de corps trés petits, « spores », constitués par un granule de 
chromatine entouré d’une capsule ou involucre bien indivi- 
dualisé de protoplasma. Les spores sont d’abord réunies dans 
une masse unique compacte; leurs rapports réciproques 
deviennent ensuite moins étroils et, dans des conditions déter-: 
minées, elles peuvent s’éloigner les unes des autres et s’élever 
ala dignité d’un nouvel étre. 

En résumé: les « corps de la rage » sont des éléments qui 
ont des caractéres et une structure constante; ils croissent a 
Vintérieur de la cellule nerveuse et, ala suile de modifications 
intimes, suivant des lois déterminées et constantes, ils pré- 
sentent un processus de division qui aboutit 4 la transforma- 
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lion du « corps » primitif en un nombre considérable d’élé- 
ments fils, « spores » : le mécanisme de production des spores 
ne différe pas non plus de ce qu’on observe dans d'autres 
protozoaires. Les spores ont des dimensions minimes; elles 
possedent la structure du parasite originaire et elles peuvent 
devenir des étres libres. 

Je ne désire pas rapporler ici tous les arguments qui parlent 
en faveur de la nature protozoaire des « corps de Negri » et les 
arguments qui furent apporiés contre cette interprétation. Je 
rappellerai seulement que, a l’interprétation de Negri, plusieurs 
autres observateurs se sont associés. Nombre d’autres auteurs 
admettent la nature parasitaire des corps de Negri, tout en 
s'éloignant de lui & propos de la position du parasite dans la 
systématique; Negri pensait qu'il s’agissait d’un sporozoaire ; 
ces auteurs pensent qu il s’agit d’un chlamidozoaire. 

Tous les auteurs cependant s’accordent pour reconnaitre que 
les « corps de Negri » — quils représentent tout le parasite, 
ou une réaction de la cellule nerveuse vis-a-vis du parasite 
contenu dans leur intérieur, ou une réaction de la cellule ner- 
veuse contre le virus rabique — constituent une donnée typique 
et exclusive de Vinfection rabique. De cette constatation, sur 
laquelle personne, parmi ceux qui se sont sérieusement 
occupés de la question, nose plus soulever aucun doute, on 
tire logiquement la déduction d’appliquer la recherche des 
« corps de Negri » au diagnostic de la rage. 

Je ne m/arréterai point & démontrer quel intérét ily aa 
pouvoir 6tablir avec certitude, le plus rapidement possible, le 
diagnostic de Vinfection rabique, spécialement chez les ani- 
maux qui mordent Vhomme. Avec les autres méthodes en 
usage, le diagnostic ne peut étre établi avec certitude qu’aprés 
un temps tres long. 


Des sa premiere communication, Negri lui-méme faisait 
remarquer Vimportance de Papplication pratique de sa décou- 
verte, et il la démontrait au moyen d’un premier groupe 
Wobservations. Quelques mois plus tard, il revenail sur la 
méme question, et il rapportait alors une série de recherches 
sur 88 animaux suspects, chez lesquels le résultat de ’épreuve 
microscopique avec la démonstration du parasite avait été 
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pleinement contirmé par le résultat de l'épreuve expérimen- 
tale. 

En peu de temps la nouvelle méthode diagnostique a été 
adoptée avec un succés toujours croissant dans une nombreuse 
série d'Instituts antirabiques du monde entier. Les nombreuses 
statistiques publiées dans espace des neuf derniéres années 
et les informations particuliéres de directeurs d’Instituts antira- 
biques sont toutes unanimes pour confirmer l’utilité et les 
avantages de la nouvelle méthode diagnostique. Un fait me 
parait trés significatif et de la plus haute importance; c’est que 
pas un des observateurs qui l’ont employée ne l’a abandonnée, 
apres en avoir fait une sérieuse et suffisante expérience. 

Je vais mentionner sculement les plus importantes parmi 
les communications et les statistiques publiées par les diffé- 
rents Instituts antirabiques et scientifiques. 


Vorpino, de [Institut d’Hygiéne de VUniversilé de Turin 
(84), sur 37 cas examinés, rencontre dans 34 les « corps 
de Negri » dans la corne d’Ammon; il pose le diagnostic de 
rage, qui est confirmé par lépreuve biologique avec les inocu- 
lations aux animaux; |’épreuve biologique fait exclure l’infec- 
tion rabique pour les autres, chez lesquels la recherche des 
« corps de Negri » avait été négative. 

Daopr, de l'Institut antirabique de Florence (19), publia 
en 1904 les résultats de 134 observations; démonstration du 
parasite et épreuve biologique positive dans 77 cas; négative | 
toutes les deux dans 55 cas; chez deux animaux seulement la 
démonstration du parasite fut négative, tandis que l’épreuve 
expérimentale donna un résultat positif. 

D’Amato, & VInstitul antirabique de Naples (20, 21), sur 
32 cas rencontre le parasite dans 28 : résultat négatif dans les 
autres. L’épreuve expérimentale confirma dans tous les cas le 
résultat de ’examen microscopique. 

Moi-méme, en 1904 (41), je publiailes observations de 177 cas ; 
la recherche du parasite m’avait donné un résultat positis 
dans 101, négatif dans 71; tous ces résultats furent confirmés 
par l’épreuve expérimentale; au contraire, dans 5 cas, Vinocula- 
tion aux animaux démontra la rage, tandis que la recherche 
du parasite avait donné un résultat négatif, 
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Appa et Bormans, en 1905, recueillirent 93 observations pour- 
suivies a l'Institut antirabique de Turin (1); démonstration 
positive des « corps de Negri» dans 58 cas, négative dans 35. 
Tous les résultats furent confirmés par les inoculations aux 
animaux. 

Une correspondance parfaite entre les résultats des deux 
épreuves (microscopique et biologique) est obtinue aussi par 
Bascuiert (5) de l'Institut antirabique de Faenza, dans 30 cas, 
dont 25 positifs, 5 négatits. 

Wiurams et Lowpen, au Research Laboratory Departement 
Health & New-York, sur 37 cas, dont 29 positifs, 8 négatifs, 
obtinrent toujours les résultats de l’épreuve microscopique 
confirmés par l’épreuve expérimentale (85). 

S. von Ratz, a l'Institut de pathologie de ’Ecole vétérinaire 
supérieure de Budapest (71) a examiné en quatre années, avec 
un résultat positif, 258 cas, c’est-a-dire qu'on complétait dans 
chaque cas l’examen microscopique par les inoculations expé- 
rimentales pour controler le résultat de l’examen histologique. 
Les animaux inoculés périssaient tous de rage lorsque la pré- 
sence du parasite avait été constatée. (242 fois Vauteur ren- 
contra le parasite dans la corne d’Ammon, 15 fois dans la 
moelle allongée, une fois dans la moelle épiniére); la démons- 
tration réussit méme dans 31 cas, ot. les organes n’étaient plus 
frais. Dans une deuxiéme série d’expériences, vy. Ratz rencontra 
les « corps de Negri» 147 fois sur 128 cas; 11 fois lépreuve 
expérimentale donna un résultat positif, tandis que examen 
microscopique demeura négatif. L’auteur admet que dans quel- 
ques cas de résultat négatif il s’agit de formes trés petites, 
difficiles & reconnaitre; il cite un cas chez lequel, dans les 
cellules ganglionnaires presque normales, il rencontra des 
corps qui ressemblaient aux corps « de Negri »; il ne fit pas de 
diagnostic positif, et au contraire l’épreuye expérimentale donna 
un résultat positif. 

Pirone, @ l'Institut de Médecine expérimentale de Péters- 
bourg (service de Ja rage) (67), sur 766 cas, 8 fois seulement 
put constater « absence vraie » des « corps de Negri ». 

Les statistiques de l'Institut fir Infektionskrankheiten de 
Berlin sont & ranger parmi les plus nombreuses et les plus 
intéressantes qu’on ait publiées au sujet de la valeur pratique de 
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la démonstration des « corps de Negri » dans le diagnostic 
de la rage. Je me rapporte aux travaux de Bonne (10), de 
Toprer (83), de Lentz (37), de J. Kocu (34). Dans son 
rapport 1906-1907, Lenrz résume toutes les observations 
faites Jusqu’a cette époque. En 1905-1906 furent examinés 
349 animaux; chez 204, la recherche des « corps de Negri » 
donna un résultat positif et lépreuve expérimentale con- 
firma le diagnostic de rage; les deux examens donnérent 
un résultat négatif chez 108; chez les 37 autres, au contraire, 
examen microscopique n’avait pas décelé la présence de 
« corps de Negri », tandis que les inoculations aux animaux 
démontrérent qu il s'agissait vraiment de rage. En 1906-1907 
furent examinés 111 cas; présence de « corps de Negri » dans 
52, absence dans 56; chez 3 « corps de Negri» absents, et 
épreuve expérimentale positive. A partir de cette époque, I’Ins- 
litut supprime l’épreuve expérimentale pour tous les cas ot 
Vexamen microscopique a démontré la présence des « corps de 
Negri », c’est-a-dire que dans tous ces cas le diagnostic. est 
posé sur le seul examen microscopique; et l'auteur fait remar- 
quer les avantages considérables de cette méthode, au point 
de vue de la rapidité et de l'économie. 

Dans son rapport (4908-1914) (34), J. Kocu résume ses obser- 
vations sur 688 animaux suspects de rage, dont 335 positifs, 
339 négatifs (les résultats sont résumés en bloc, sans men- 
tionner la correspondance ou la différence entre épreuve 
microscopique et épreuve expérimentale). 

Trés intéressantes aussi les statistiques de l'Institut d’Hy- 
giéne de l'Université de Breslau (service de la rage). 

Dans les comptes rendus de 1906-1907, Ostermann (69) fait 
connaitre 117 cas de diagnostic microscopique de la rage. 
78 fois la démonstration des « corps de Negri » donna un 
résultat positif, 29 fois négatif, et l’épreuve expérimentale fit 
respectivement admettre et exclure l’infection rabique; 10 fois 
au contraire l’épreuve biologique fut positive, tandis que la 
recherche des parasites avait été négative. 

En 1907-1908, Heymann (30) rapporte 192 examens, dont 
109 positifs, 68 négatifs (dont 45 confirmés par l’épreuve expé- 
rimentale); en outre, 15 positifs & l’épreuve expérimentale et 
négatifs 4 la recherche des « corps de Negri ». Dés maintenant 
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l'Institut d'Hygiéne de Breslau supprime lépreuve expéri- 
mentale dans les cas ot. l’examen microscopique a démontré 
les « corps de Negri ». Lorvsque examen microscopique a 
donné un résultat négatif, on fait les inoculations aux ani- 
maux seulement si l’animal suspect avait mordu des per- 
sonnes. L’auteur fait remarquer que, dans la pratique cou- 
rante, il y a des circonstances défavorables au résultat de 
examen microscopigue, circonstances qui sont surtout repré- 
sentées par le mauvais étal de conservation des cerveaux qui 
arrivent 4 examen, par V’inexpérience duchercheur et par la 
recherche un peu hative. Il est convaincu que dans certains 
cas l’examen microscopique aurait donné un résultat positif 
si l'on avait cherché plus soigneusement, par exemple en 
répétant Vexamen dans d’autres parties de la corne d’Ammon 
et méme dans d’autres régions du cerveau. 

En 1908-1909 le méme auteur (31), sur 203examens, obtint 
109 cas positifs, 79 négatifs; 15 fois épreuve microscopique 
négative el é6preuve expérimentale posilive. 

En 1909-1910 (32), sur 127 examens (dont 55 positifs, 75 né- 
eatifs), 4 fois Heymann n’observe pas de parasites, tandis que 
Yinoculation aux animaux démontre qu’il s’agit de rage. 

En 1910-1911, PRraussnitz (70), sur 113 animaux (62 positifs, 
43 négatifs), 8 fois ne rencontre pas les « corps de Negri », 
tandis que l’épreuve expérimentale conduit 4 la conclusion que 
Yanimal était enragé. 

Tout récemment, Manouttran, de l Institut Pasteur de Paris 
(44), a publié des observations intéressantes. 

Il a observé 201 sujets : 106 fois il y eut présence des « corps 
de Negri » et épreuve expérimentale positive; 82 fois absence 
des « corps de Negri » et épreuve expérimentale négative ; 4 fois 
absence des « corps de Negri » et épreuye expérimentale posi- 
tive. Un fait qui peut paraitre étrange, c’est le suivant : dans 
les 9 autres cas, l’auteur constata la présence des « corps de 
Negri » et l’épreuve expérimentale négative. U’est la seule 
observation de ce genre parmi les nombreuses publiées. Mais 
ces 9 cas ue peuvent nullement diminuer la signification de 
spécificité des « corps de Negri ». L’auteur méme, en effet, 
donne des raisons assez satisfaisantes de ce fait étrange et qui 
na été observyé par aucun des auteurs précédents. « Est-ce 
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parce que le virus était détruit ou, étant rare dans le bulbe des 
animaux, était-il inoculé en quantité insuffisante? Est-ce encore 
parce que les cobayes inoculés Gtaient réfractaires, ou la 
maladie a-t-elle demandé une incubation trop longue? D’autre 
part, nous savons qu'il y a des cas ofl inoculation intracéré- 
brale donne des résultats positifs alors que inoculation intra- 
musculaire reste négative. Et comme, pour des raisons d’ordre 
spécial, au service de la rage, on emploie généralement la voie 
intramusculaire (muscle du cou), il est probable que dans ces 
9 cas ona eu affaire & la rage. » 

A ces considérations Manousiian ajoute deux exemples 
trés démonstratifs : il s’agit de deux cas de rage humaine, dans 
lesquels on pratiqua en méme temps J inoculation intramus- 
culaire chez le cobaye et Vinoculation intracérébrale chez le 
lapin. Les lapins moururent et présentérent les « corps de 
Negri » dans le systéme nerveux, ainsi que le systéme nerveux 
des deux cas de rage humaine; les cobayes, au contraire, ne 
présentérent rien d’anormal : « si l’on s’était contenté @inocu- 
lations intramusculaires chez les cobayes, l épreuve expérimen- 
tale eit été négative ». 

La nouvelle méthode de diagnostic rapide est adoptée aussi 
& {Institut Pasteur de S. Paulo (Brésil). Son directeur, le 
D" Carin, relate 138 de ces examens en 1909 (13), 84 en 1910 
(14), 78 en 1911, 94 en 1912 (15). Canin dirige ses recherches 
sur la corne d’Ammonet le cervelet; s'il réussit & mettre en évi- 
dence les « corps de Negri», il renonce a l’épreuve expéri- 
mentale, qu’il exécute seulement dans les cas négatils. 

La recherche des « corps de Negri», dans les cas suspects de 
rage se fait systématiquement aussi, depuis 1905, & l’Instituto 
Nacional de Higiene Alfonso XIII de Madrid, comme on peut le 
voir dans les rapport du D" Murizxo, directeur du service de la 


rage (52). 


Les notices et les chiffres que j'ai rapportés seraient suftisants 
a eux seuls pour démontrer la valeur pratique des études de 
A. Neeri au point de vue de lhygiéne sociale; ils’agit, en effet, 
d'une maladie dans laquelle le traitement prophylactique peut 
conduire ades résultats favyorables, mais seulement lorsque ce 
traitement est précoce. 
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Les chiffres que je vais rapporter n’apportent aucune nouvelle 
démonstration de Putilité etdes avantages de la nouvelle méthode 
de diagnostic rapide de Ja rage. Cependant je ne crois pas inu- 
tile d’apporter la modeste contribution de mes observations 
personnelles. Elles furent recueillies & l'Institut Antirabique 
de Milan. 

L'Institut Antirabique de Milan fut le premier & connaitre le 
diagnostic de la rage au moyen de la recherche des « corps de 
Negri»; en effet, son directeur, le D" Sere, avait mis a la 
disposition du D* Necri tout son matériel rabique. Ils pro- 
venaient en grande partie de l'Institut de Milan, les cas qui 
firent Vobjet de la premiére communication de Negri sur le 
diagnostic rapide de la rage (55), de méme que les cas de 
nos mémoires successifs, (le mien) (41) et celui en collaboration 
avec M. Maccut (43) sur le méme sujet. A partir de 1904, je fus 
chargée de faire systématiquement le diagnostic microsco- 
pique de tous les animaux suspects de rage qui, chaque année, 
arrivent tres nombreux a |’Institut de Milan. Mon expérience 
me donne ainsi la possibilité d’apporter ici les conclusions 
qu’on peut tirer d'un grand nombre d’observations, les plus 
nombreuses qui aient été publiées jusqu’a ce jour. 

Je suis heureux de faire ce rapport, parce que j’ai la con- 
viction que, de l’examen général de tous les cas communiqués 
jusqu'ici, ainsi que des miens, on pourra tirer des conclusions 
et des considérations trés intéressantes au point de vue pra- 
tique. 


Les principes fondamentaux sur lesquels se base le diagnostic 
de la rage par la démonstration du parasite spécifique sont les 
suivants : 

1° Les « corps de Negri » se trouvent exclusivement et cons- 
tamment chez les animaux enragés, et chez les animaux de 
toutes espéces , 

2° L’apparition des « corps de Negri » dans le systéme ner- 
veux se fait en méme temps que l’apparition des premiers symp- 
tomes de la maladie; 

3° Dans la rage furieuse, le siége de prédilection du parasite 
est la corne d’ Ammon. 

De ces propositions découle la déduction pratique que, chez les 
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animaux atteints de la rage furieuse et morts ou bien tués 
lorsque la symptomatologie de la maladie était bien évidente, 
la démonstration du parasite spécifique dans les cellules ner- 
veuses de Ja corne d’Ammon suffit & établir le diagnostic 
dhydrophobie. 

Dot. résulte que la recherche du parasite aboutira & un 
résultat négatif lorsque animal aura été sacrifié dans la période 
Wincubation de la maladie; suivant nos connaissances sur la 
distribution du microorganisme dans Je systeme nerveux en 
rapport avec les différentes formes cliniques de la rage, examen 
de la corne d’Ammon donnera aussi un résultat négatif dans 
les cas de rage paralytique. 

Dans la pratique courante, c'est probablement dans ces cas 
que le résultat de Vépreuve expérimentale ne s’accorde pas 
avec le résultat de l'examen microscopique (il faut en outre 
rappeler les cas, peut-ctre moins nombreux, de distribution 
anormale des formes endocellulaires dans le systeme nerveux). 
Cependant, au point de vue pratique, c’est sttrement dans un 
tres petit nombre de cas que Phomme est mordu par des ani- 
maux atteints de rage paralytique ou bien par des animaux 
dans la période d’incubation de la maladie. En effet, examen 
de la corne d’Ammon permet, dans la grande majorité des cas, 
d’affirmer ou d’exclure le diagnostic de rage. 

Tous les auteurs s’accordent sur lopportunité de s’adresser, 
pour leurs recherches, 4 la corne d’Ammon, pour la démons- 
tration des « corps de Negri ». Cependant, pour des raisons 
faciles & comprendre et qui dépendent de sympathies ou de 
préférences individuelles, on peut dire que chaque Institut, 
méme chaque auteur, propose une méthode a lui, destinége a 
faciliter et abréger la démonstration des « corps ». 

Je ne désire pas rapporter tous les moyens qui ont été pro- 
posés pour la démonstration du parasite; je renonce d’abord & 
tous ceux qui ont pour objet l’étude de la morphologie et de la 
structure du parasite; je me rapporte seulement & ceux qui 
ont été proposés au but diagnostic. 


Votrino (Institut antirabique de Turin) (84). — Le simple examen a J’état 
frais, en délayant quelques fragments de tissu dans une goutte de solution 
d'acide acétique tres dilué, est trés souvent suffisant pour établir le diagnostic 
de rage. 
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Si examen A l’étal frais donne un résultat négatif, Pauteur procede de la 
maniére suivante : On fait des coupes transyersales de la corne d’Ammon, 
de 3 a 4 millimétres d’épaisseur, que l’on met dans des tubes a essai avec 
4 ou 5 cent. cubes de solution d’acide osmique 4 1:100. Aprés cing ou six 
heures, et méme plus, les morceaux de la corne d’Ammon, fortement noircis 
par l'action de l’acide osmique, sont soumis au lavage dans l’eau courante 
pendant une demi-heure, voire méme une heure ou plusieurs heures; on 
passe 4 l'alcool absolu et, aprés trois ou quatre heures, on seclionne a main 
libre avec un rasoir. Cellules nettement colorées en café clair; le noyau plus 
pale et le petit noyau fortement coloré; les « corps de Negri » presque sem- 
blables au nucléole; on peut cependant, en examinant attentivement, aper- 
cevoir dans leur intérieur des espaces clairs, comme des vacuoles, disposés 
réeuliérement. Cette méthode a été adoptée aussi par Appa et Bormans (1). 

Vourrno recourt aussi aux dilacérations de fragments trés petits du tissu, 
aprés une macération de quarante-huit heures dans l’alcool au liers. 


BERTARELLI (Institut d’Hygiéne de l'Université de Turin) (7,8). — Il fixe de 
petits morceaux de la corne dAmmon au formol a 10 p. 100 pendant deux 
heures; puis il fait des coupes de 10 microns avec le microtome a congéla- 
tion. Distension des coupes sur l’eau, collage sur la lamelle; sécher pendant 
quelques heures dans le thermostat. Coloration avec le Romanowsky, diffé- 
renciation dans l’alcool jusqu’é ce que les coupes paraissent compiétement 
décolorées. Déshydratation, xylol, montage en baume. 

Noyaux et protoplasma cellulaires bleus, globules du sang rouges; corps 
de Negri en rose pale. ‘ 

Cette méthode demande huit 4 dix heures. Aprés la méme fixation, on 
peut colorer avec le Mann. 


Fasort1 (Institut de Pathologie générale de l'Université de Bologne) (23). — 
Fixation dans le liquide de Zenker ou dans la solution aqueuse de sublimé 
(avec ou sans acide acétique). Coloration des coupes dans une solution 
aqueuse d’éosine (chauffée) pendant cing 4 dix minutes. Lavage a l'eau. 

Différenciation dans une solution de soude caustique dans l’alcool (IV a 
V gouttes de solution alcoolique ou aqueuse de soude, dans 50 cent. cubes 
dalcool environ). Lavage a l'eau. 

Colorer rapidement dans une solution aqueuse diluée de bleu de méthyléne 
(jusqu’a ce que les coupes prennent une couleur violacée claire). 

Laver 4 l’alcool pendant une 4 deux minutes. 

Déshydratalion dans l’alcool absolu, xylol, baume du Canada. 


Mourizto (Institut national d’Hygiene Alfonso XIII, Madrid) (51). — Des 
frottis de corne d’Ammon sont placés dans le thermostat pendant deux 
heures. On fixe dans l’alcool-éther et on met dans la solution colorante. 
L’auteur emploie le Giemsa (I goutte pour chaque centimétre cube d'eau si 
la coloration dure plus de vingt heures, II gouttes pour chaque centimétre 
cube deau si la coloration dure trois 4 quatre heures). Décoloration dans 
Valcool absolu; sécher avec le papier buvard, monter en baume. 


Bonne (Institut fiir Infektionskrankheiten, Berlin) (10). — De petits morceaux 
de corne d’Ammon (1/2-4/3 de millimétre environ d’épaisseur) sont fixés dans 
15 cent. cubes d’acétone pur a 37 degrés, jusqu’d ce que les piéces aient acquis 
une certaine consistance, analogue A celle qui arrive pendant le durcissement 


dans l’alcool (trente 4 quarante-cing minutes environ). Aprés, on les porte © 


dans la paraffine A 55 A 60 degrés, pendant soixante A soixante-quinze 


ee ee ee TPR © 


ee 
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minutes (inclusion rapide de Ilenke et Zeller). On fait des coupes de 
6 microns que l’on colle sur le porte-objet au moyen d'une solution de 
gomme arabique; on séche a létuve 4 60 degrés. On colore ayee le Mann 
@une demi 4 quatre minutes (35 cent. cubes de solution aqueuse de bleu 
de méthyle, 35 cent. cubes de solution aqueuse d’éosine 1: 100, 100 cent. 
cubes d'eau distillée). Lavage rapide dans l'eau; alcool absolu; quinze a vingt 
secondes dans l’alcool alcalinisé (30 cent. cubes d’alcool absolu et V gouttes 
de solution de soude dans l’alcool absolu, 4: 100). Passer rapidement a 
Valcool absolu ; une minute dans |’eau de fontaine; une & deux minutes dans 
Yeau légérement acidifiée par Vacide acétique. Déshydratation, éclaircisse- 
ment, baume de Canada. 


Le procédé entier s'accomplit dans trois heures environ. 


WituiAms et Lowven (The Research Laboratory of the Department of Health, 
New-York City) (85). — Faire des frottis, sécher a lair. 

Fixer 4 Valeool méthylique, cinq minutes. 

Colorer pendant dix minutes dans un mélange a parties égales de solution 
de Giemsa et d’eau distillée. Le tissu se colore en bleu; les globules rouges 
en jaunatre ; le plasma des cellules nerveuses en bleu; les noyaux en rouge ; 
les nucléoles en bleu. Les parasites se colorent en rouge, les formations 
internes en bleu. 

Dans quelques cas, les auteurs colorent aussi avec le Mallory. Ils pro- 
posent aussi la méthode suivante : 

Fixer les frottis dans le liquide de Zenker, une demi-heure; laver 4 l'eau: 
alcool iodé, un quart d’heure; alcool absolu, une demi-heure ; éosine, solu- 
tion aqueuse, vingt minutes; Javer 4 l’eau. 

Solution de bleu de méthyléne, 15 minutes; différenciation dans l’alcool 4 
95 degrés, 1 45 minutes; sécher avec du papier buvard. 

Les corps de Negri présentent la substance fondamentale colorée en rouge 
Magenta, les corpuscules centraux en bleu foncé. Plasma des cellules 
nerveuses bleu clair, noyaux bleu foncé, globules rouges du sang rouge. La 
méme méthode donne aussi de bonnes coloration sur les coupes. 


Frornincuam (Bacteriological Laboratory of the Ilarvard Medical School) (25). 
— I. — Fixer Jes piéces dans le liquide de Zenker pendant quatre heures. 
Alcool a 95 degrés, quelques heures; alcool absolu, une demi-heure; alcool 
absolu, chloroforme, parties égales, 20 a 30 min.; chloroforme, 20 a 30 min. 

Solution saturée de paraffine dans le chloroforme, 20 4 30 minutes; paraf- 
fine 4 55 degrés, une heure et demie; inclusion; collage des coupes par 
Valbumine glycérinée; sécher pendant une heure et demie a 55 degrés. 

Xylol, alcool absolu, alcool 4 95 degrés; alcool iodé 4 saturation, 5 a 
10 minutes; alcool 4 $5 degrés, eau. Colorer pendant 15 4 30 minutes dans 
un mélange & parties égales de solutionde Unna et de solution aqueuse 
d’éosine, 5: 100; laver 4 l’eau; solution de Unna, 3 45 minutes; lavera Veau. 

Différencier dans lalcool 4 95 degrés, en controlant au microscope; 
alcool absolu, xylol, baume. 


Bleu de Unna: 


Methylenblaw (Grubbler)) 0s es) nn neers 1,0 

@arbonatendercalcitna. — in. nsu-eenten ee 1,0 

IDBII ce tines ca flog fe eee ee ie came arr a as Peck VURAL 
Solution colorante de Unna : 

Bleue dl emUlnitapies os ko ponent chet UC ciara 1,0 
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II. — Préparation par impression. Fixation au Zenker, une heure et demie; 
laver a l'eau; alcool A 95 degrés, 5 A 10 minutes; alcool iodé a saturation. 
5 A 10 minutes; alcool a 95 degrés; eau; coloration comme pour les 
coupes (I). 

Les corps cellulaires et les noyaux se colorent en bleu pale, les nucléoles 
en rouge foncé, les globules rouges en rouge pale. Les parasites colorés en 
rouge pourpre pale montrent A l’intérieur des images bleues, de différentes 
formes et dimensions. 

Ill. — Les préparalions par impression peuvent étre aussi traitées de la 
maniere suivante : Sécher dans lair; alcool a 95 degrés, 5 a 10 minutes; 
alcool iodé, 10 minutes: alcool & 95 degrés; eau, coloration comme pour les 
coupes. 

IV. — Encore pour les préparations par impression. Sécher et fixer a 
chaleur faible; solution saturée alcool-éosine, 15 minutes; eau; bleu de 
méthyléne alcalin, 3 a 5 minutes: eau; différenciation dans lalcool 4 
95 degrés, etc. 

V. — Dans une note postérieure, enfin (26), auteur recommande la méthode 
de van Gieson comme la plus convenable pour la coloration des « corps de 
Negri »; mais il modifie de cette facon la solution colorante : 


JDEWUMONISTHUN VNR G6 oa ieatoo eo S Au G.0S 20 cent. cubes. 
Solution saturée alc. fuchsine -. 3. . =: 3 goultes. 
Solution saturée alc. bleu de méthyléne. . . 1 goutte. 

Bascurert (Institut antirabique de Faenza) (5). — Les frottis humides sont 


fixés pendant 2 4 3 minutes dans l’alcool absolu. Coloration pendant 5 mi- 
nutes au moins dans : 


Eosine (spiritus léslich Gribler) . 1 partie. 
Alcool absolus. se- 4 once eee OUP Oeceni@ucubess 
PAcIdevacetiquer Slacial wea. emus 0,3 _ 


> 


Faire dissoudre a chaud, filtrer 
apres refroidissement. 


Lavage a l'eau pendant 10 4 20 minutes: colorer pendant 1 minute environ 
dans une solution de bleu de méthyléne a 0,5 p. 100 dans leau distillée; 
laver & eau, 40 a 20 minutes; différencier dans l’alcool a 90-95 degrés pen- 
dant 30 4 40 minutes; alcool absolu, xylol, baume. 

Les éléments cellulaires ressortent en bleu sur le fond de la préparation, 
décolorée ou faiblement colorée en rose; les globules rouges sont rouge 
éosine. Les « corps de Negri » sont rouge violacé et montrent, a l’intérieur, 
des vacuoles et des corpuscules basophiles. Tout le procédé demande 
environ 10 minutes. 


Lenrz (Institut fur Infektionskrankheiten de Berlin) (36). — L’auteur propose 
deux méthodes de colorations, qui donnent de bons résultats, sur les frottis 
et sur les coupes. 

Frottis. — On pratique une section perpendiculaire de la corne d’Ammon 
et on enléve une portion de tissu correspondant & la région qui renferme 
les grandes cellules. Et on fait des frottis que lon fixe humides dans l’alcool 
méthylique pendant une minute. On lave ensuite dans alcool éthylique et 
on colore. 

Coupes. — Elles sont préparées suivant la méthode de Bohne. Les coupes 
et les frottis sont colorés par les solutions suivantes : 
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4° Eosine extra B-Héchst........ 0,3 cent. cubes 
Alcool éthylique ... . perder 00:0 — 
2° Bleu de méthyléne de Léffler 
Solution ale. saturée bleu de méthyléne 
By Patent-Hoehsthen 2 -) aes, 30,0) centa cubes: 
Solution de soude caustique. .... 100,0 — 
Pour différencier : 


Alcool alealinisé : 


AlCOOlZAD SOLU me eee 2 ONGenieGUbes: 
Solution ale. soude OS L p. 100 5 gouttes. 

2° Alcool acidifié : 
Aleool absolu. ... . cae Os Omcentencubes: 
Acide acétique, 50 p. 100 | Calica See har ce 1 goutte. 


Dans la coloration B, on fait aussi un mordan¢age avec la solution de 
Lugol : 


LOGIC Sir gai Che ect are, ei aie 1 cent. cube. 
LOCuUnes dey Kk peecr Sec lu see eee 2 — 
BaAWuUSqUIaN. ays beeen eine ce ceca O00 — 


Coloration A. — Colorer dans la solution d’éosine, 1 minute; laver a l'eau; 
colorer dans la solution de bleu de méthyléne, 1 minute; laver 4 l'eau; 
sécher soigneusement avec du papier buvard. 

Différencier dans l’alcool alcalinisé jusqu’a ce que la préparation garde 
encore une faible coloration d’éosine. 

Différencier dans l’alcool acidifié jusqu’é ce que, dans les coupes, les stries 
des cellules ganglionnaires ressortent fortement colorées en bleu; lorsqu’il 
s’agit de frottis, la différenciation doit arriver jusqu’a ce que, dans les parties 
plus minces du frottis, la coloration bleue ait completement disparu; laver 
rapidement dans l’alcool absolu. 

Coupes. — Xylol, baume de Canada, lamelle. 

Frottis. — Sécher, examiner avec l’objectif 4 immersion sans lamelle. 

Coloration B. — Colorer dans la solution d’éosine, 1 minute; laver A Veau; 
colorer dans Ja solution de bleu de méthyléne, 1 minute; laver a l'eau; 
mordancer avéc la solution de Lugol, 1 minute; layer a l'eau 

Différencier dans l’alcool méthylique jusqu’a disparition de la coloration 
bleue; la préparation devient complétement rouge; laver a eau; colorer 
dans la solution de bleu de méthyléne; laver a Veau, sécher et différencier 
comme dans la coloration A. 

Le fond de la préparation est rose ou méme complétement décoloré; le 
protoplasma des cellules nerveuses est bleu pale; les noyaux des cellules 
nerveuses bleu un peu plus foncé, jusqu’au bleu noir; globules rouges rouge 
cinabre. Corps de Negri colorés en rouge cramoisi; 4 lintérieur, des corpus- 
cules colorés en bleu plus ou moins foncé. Dans les préparations colorées 
suivant B, les corpuscules internes des « corps de Negri » présentent une 
coloration plus intense, du bleu foncé jusqu’au noir. 


Van Gisson (Research Laboratory, New-York City, Health Department) (28). 
— Un petit morceau de substance grise, de la grosseur d’un pois, est placé 
sur le porte-objet; dessus on dépose une lamelle, en exercant une faible 
pression. On fait glisser la lamelle sur le porte-objet et on arrive ainsi a 
avoir une bonne préparation, avec de nombreuses cellules nerveuses 
isolées el conservées. 
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Sécher la préparation dans lair, ou bien (ce qui est mieux) fixer pendant 
quelques secondes dans I’'alcool méthylique. Recouvrir avec la solution 
colorante, chauffer légérement sur la flamme, jusqu’a développement de 
vapeurs. La solution coloraute est la suivante : 


Solution aic. saturée Rosanilinviolett .. . 2 gouttes. 
Solution aq. saturée Methylenblau. ... . 1 goutte. 
[PROMOS Gos oe O A wb eh eee oe 10 cent. cubes. 


la solution doit étre préparée fraiche chaque fois. Laver a l’eau pendant 1 a 
2 minutes, sécher, observer au microscope. 

Les « corps de Negri» se colorent d'une fagon caractéristique en rouge 
vif; les granules de chromatine en bleu. 


Harris (City Bacteriologist and Pathologist, St-Louis, Mo.) (29). — Fixer 
les frottis dans l’alcool méthylique, 1 minute; laver rapidement dans l'eau; 
colorer pendant 1 4 3 minutes dans une solution alcoolique saturée d’éosine 
(alcool 95°); la solution doit étre de deux mois au moins; laver dans l'eau; 
colorer pendant 5 415 secondes dans une solution fraiche de bleu de méthy- 
léne de Unna; laver dans leau; décolorer dans lalcool 4 95 degrés; alcool 
absolu, xylol, baume. 


Recker (73) fait des frottis et il les colore avec le liquide de Giemsa pendant 
trois heures, ou bien par le procédé de van Gieson. La méthode rapide de 
Giemsa donne des résultats moins satisfaisants. 


Neri (Institut dhygiéne de l'Université de Pisa) (63). — Frottis fixés dans 
VYalcool absolu, ou coupes apprétées selon la méthode Henke et Zeller 
(lorsque examen des frottis a donné un résullat négatif). Frottis et coupes 
sont colorés pendant dix minutes en éosine iodée : 


HOSIME 5 sor cole cuacem cen oon ae moan 1,0 
TOGGrF ese ioe te ere ee ae, eee eekoere O;Te 
Todureydespotass iu iiee er eens nomen me or) 
Hau GistilGen=.) <i...) eres ned trots Lame ve LUO OUGenIL- cubes: 


(On dissout d’abord 0 gr. 1 diode et 0 gr. 2 diodure de potassium dans la 
quantité la plus petite deau distillée et l’on dilue a 50 cent. cubes cette 
solution iodo-iodurée. D’autre céoté; on dissout 1 gramme d’éosine en 
50 cent. cubes d’eau distillée; on mélange ces deux solutions 4 froid; on 
filtre ; on conserve en bouteille & l’émeri.) 


Lavage soigneux a leau distillée; coloration pendant cing minutes dans 
une solution aqueuse, 1: 1000 de bleu de méthyléne ; lavage rapide a Veau 
dislillée; différenciation dans l’aleool 95 degrés; déshydratation, éclaircis- 
sement, montage. 

Les « corps de Negri » se distinguent de tout autre élément 4 cause de 
leur teinte rouge violacé brillante, qui se détache du bleu pale du proto- 
plasma cellulaire et du bleu foneé des noyaux et des nucléoles. Les globules 
rouges du sang prennent le rouge de l’éosine, mais leur teinte vire au rose. 
Le fond de la préparation est coloré faiblement en rose. Le bleu de méthy- 
lene reste fixé sur les corpuscules basophiles contenus dans les vacuoles 
des « corps de Negri ». 


Srurzer (Institut fir Infektionskrankheiten, Berlin) (82). — Les coupes en 
paraffine sont portées A l'eau a travers du xylol et de l’alcool. 
Cing 4 quinze minutes dans le bleu de’ méthyléne de Loffler; on en fait 
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une solution dans leau distillée, jusqu’a obtenir un liquide transparent dans 
le tube dessai. Il est mieux de colorer plutot fortement que trop faiblement. 

Différencier dans une solution de tannin 1 p. 100. La durée de la différen- 
ciation est variable, en rapport avec l'intensité de la coloration et avec 
lépaisseur des coupes. Controler au microscope. 

Laver & Veau, sécher avec du papier buvard, passer rapidement par 
lalcool absolu; xylol, baume de Canada. 

Les « corps de Negri » se colorent en rouge violacé, les cellules nerveuses 
en bleu. Lorsque la différenciation est parfaite, on voit les détails de 
structure du parasite. 


Moon (50). — Des frottis, s¢chés dans lair et fixés dans l’alcool méthylique 
ou dans I’alcoo! éthylique, pendant deux minutes, sont colorés avec la solu- 
Lion suivante : 


Sol. sat. rosaniline dans lacétone. . . . . 2-3 gouttes. 

Sol. aq. demi-sat. bleu de méthyléne. . . . 2 — 

EUs iy eee eer? ea ne kn Pee Pie ee enmeny.. eat OrCentacubes: 
Manrier (Institut antirabique de Florence) (46). — L’auteur place un petit 


morceau de Ja corne d’Ammon (fraiche ou fixée dans Valcool) dans une 
petite capsule de porcelaine; au moyen d’un tube a essai (A la facon d’un 
pilon) il fait une émulsion de la substance neryeuse dans une petite quantité 
(6-1 gouttes) de glycérine; on arrive ainsi & obtenir une pate homogéne, 
épaisse, visqueuse. Par un pelit entonnoir (a travers un filtre) on fait un 
mélange de ladite émulsion ect de 2 gouttes d'une solution de bleu marin 
dans l'alcool méthylique absolu, 0,30 p. 100; quelques minutes pres, on 
ajoute une goutte (préalablement fillrée) dune solution saturée d’éosine 
dans Valcool méthylique 95 degrés. On agite, on porte une goutte du 
mélange coloré sur un porte-objelt el on couvre avec une lamelle. 

Sur le fond rose de la préparation ressortent les cellules nerveuses 
colorées en bleu clair (protoplasma et noyau) et bleu foncé (nucléol). Les 
globules rouges du sang sont rouge éosine. Les « corps de Negri» sont 
violacés, et présentent une évidente structure vacuolaire. 


Manovs.ran (Institut Pasteur de Paris) (45). — On enléve, 4 Vaide de ciscaux 
tres fins, de trés minces tranches de corne d’Ammon et on les immerge dans 
le mélange suivant : 

Aeétone 56a 58 desrés, . =... .. - =. 90 cent. cubes. 
Tein Givens. fy 6 ote ae oto ee oo KOIKE 

Trente minutes aprés, on renouyelle lacétone, qui, celte fois, ne doit pas 
contenir @iode, et on procede, un quart dheure aprés, 4 Vinclusion a la 
paraffine, qui peut ne durer que trente minutes et méme moins. Les coupes 
sont colorées par la méthode de Mann (de quinze minutes @ deux heures 
dans la solution colorante, de 38 a 40 degrés). 

En moins dune heure, on peut obltenir de bonnes préparations en procé- 


dant de Ja maniére suivante : 

Faire des frottis de corne d@Ammon rabique; fixer immédiatement a 
Vacétone iodé pendant quelques secondes; laver 4 l'eau courante pendant 
une minute; colorer ayec’le liquide de Mann pendant un quart d’heure, a 


chaud, etc. (A sutvre.) 


ANTICORPS ET ESPECES ANIMALES 


par C. LEVADITI et St. MUTERMILCH 


Lorsqu’on administre le méme antigene 4 des espéces ani- 
males sensibles, on provoque la production d’anticorps doués de 
propriétés particuligres quant & leur facon d’agir sur cet anti- 
gene. Ces anticorps impriment a l’antigéne des modifications 
appreciible: surtout in vitro, telles que lVagglutination, la pré- 
cipitation, la lyse ou l’adsorption du coninlennente d’aprés leur 
mode d’action, on les classe dans la catégorie des précipitines, 
des lysines, des agglutinines, etc. En général, on tend a attri- 
buer aux anticorps deux caractéres de spécificité : d’abord, leur 
action exclusive sur l’antigéne qui a servi & leur préparation, 
ensuite leur facon de modifier l'état de cet antigene. On tend a 
admettre que lagglutinine typhique, par exemple, est diffé- 
rente de la précipitine qui trouble les filtrats préparés avec les 
cultures du bacille d’Eberth; de son cété, cette précipitine 
serait de toute autre nature que la lysine, ou la substance qui 
provoque le phénoméne de la fixation du complément. Cette 
fagcon de voir nest cependant pas acceptée unanimement; 
Bordet (1), en particulier, considére la précipitation, ou Vagglu- 
tination, ou encore la lyse, comme des modes d’action parti- 
culiers d’un seul et méme anticorps, unique résultat de Vinter- 
vention de l’antigéne. 

Le probleme est trés complexe et, dans ]’état actuel de nos 
connaissances, nul moyen ne s’offre pour le résoudre d’une ma- 
niére satisfaisante et définitive. Mais a cété de lui, s’en pose un 
autre, non moins interessant et que voici : considérons une des 
facons dagir des anticorps engendrés par un antigéne donné, 
la dyse, par exemple, et supposons que cet antigéne soit admi- 
nistré, dans les mémes conditions, non pas & une espace ani- 
male, mais & plusieurs espéces, plus ou moins éloignées les 
unes des autres dans l’échelle des étres vivants. Les lysines 


(1) Borver, Z. fiir Immunitdlsf. Referate, 1909, p. 1. 


ANTICORPS ET ESPECES ANIMALES 925 


produites par ces diverses espéces animales, sous l'influence de 
cette injection d’antigéne, sont-elles identiques, ou bien chaque 
espéce imprimera-t-elle des caracteres particuliers & la lysine 
quelle fabrique? En d'autres termes, y a-t-il des différences 
marguées entre les agglutinines ow les lysines, ow les précipi- 
tines contenues dans les sérums despéces animales plus ou moins 
éloignées Tune de (autre, et soumises a Vinfluence d'un méme 
antigene ? Prenons un exemple concret : injectons a des 
cobayes, des lapins, des rats et des poules, du sérum de cheval, 
et admettons qu’aprés un certain nombre d injections, le 
sérum de ces espéces animales aura acquis la propriété de 
précipiter zn vitro le sérum de cheval. L’expérience montrera 
que les quatre sérums agiront avec une intensité inégale, il y 
aura bien des dissemblances quantitatives entre eux, mais tous 
modifieront de la méme maniére l’antigene qui leur a donné 
naissance ; il y aura précipitation et rien de plus. Devons-nous 
conclure de la que les quatre précipitines, cobaye, lapin, rat et 
poule, sont absolument idenliques, parce qu’elles modifient de 
la méme facon lantigéne, ou bien possédons-nous quelques . 
moyens capables de révéler des Gcarts appréciables entre ces 
anticorps? 

Ilse peut, en effet, que l’excitation imprimée par lantigéne 
aux organes producteurs d’anticorps ne soit pas la méme chez 
toutes les espéces animales; il se peut également que chacune 
de ces espéces réagisse & sa fagon vis-a-vis d’un antigéne dont 
les qualités excito-sécrétrices sont les mémes, quel que soit 
Vanimal soumis & lexpérience. Dans ce cas, chaque espéce, en 
élaborant un anticorps lytique, ou précipitant, par exemple, y 
ajouterait quelque chose qui lui appartient en propre et qui 
conférerait & cet anticorps des propriétés spécifiques, en plus de 
ses qualités lytiques ou précipitantes. 

Le probléme n’est pas aisé. La chimie est impuissante dans 
ce domaine de lanalyse des anticorps, étant donnée la consti- 
tution complexe des matiéres protéiques qui servent de sup- 
port & ces anticorps. D’un autre cété, on ne saurait s’a- 
dresser aux réactions de précipitation ou de fixation du 
complément pour différencier les anti-sérums élaborés par les 
diverses espéces animales, atlendu que ce serait aborder de la 
sorte la question des anti-anticorps; or, on sait actuellement 

60 
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que tout essai de production d’un anti-anticorps se complique 
dune formation d’anti-albumines non spécifiques, qui n’ont 
trés probablement rien & voir avec lintervention des véritables 
anticorps en tant qu’antigénes. 

Nous nous sommes demandé s'il était possible de tenter 
l'étude de cette question en utilisant, comme indicateur, 
un antigene vivant capable de s'adapter parfaitement aux 
anticorps fabriqués par les diverses espéces animales, et per- 
mettant ainsi de saisir les différences subtiles qui peuvent 
exister entre ces anticorps. Nous avons tout d’abord pensé aux 
spirilles pathogénes, dont l'un de nous, en collaboration avec 
Roché (1), a montré la faculté de s’adapter aux anticorps 
lytiques pour créer des races anticorps résistantes. Mais des dif- 
ficultés d’ordre technique nous ont fait abandonner cette idée 
et nous avons porté notre choix sur les trypanosomes. On sait, 
depuis les constatations de Franke (2) et surtout de Mesnil et 
Brimont (3), que ces flagellés s'adaptent aux anticorps préventils 
et se transforment plus ou moins rapidement en des variétés 
anticorps-résistantes spécifiques. D’un autre coté, nous avons 
nous-mémes étudié le mécanisme qui préside & la création de 
ces races de trypanosomes réfractaires, formulé la /héorie de 
la sélection, et indiqué, en nous inspirant des données énon- 
cées par Ehrlich (4), un procédé facile et rapide permettant 
la création de races résistantes, par action des trypanolysines 
in vilro (5). Actuellement, rien n’est plus aisé que la prépara- 
tion d’une telle race; il suffit, pour cela, de faire agir sur une 
espece de trypanosomes donnée, des dilutions variables d'un 
sérum trypanolylique approprié, d’injecter le mélange a des 
souris et de choisir, parmi les animaux injeclés, ceux qui s’in- 
fecteraient au bout de cing a six jours. Leurs trypanosomes se 
montreront plus ou moins résistants 4 l’6gard de Vaction lytique 
du sérum employé. 

Nous avons done entrepris des expériences, dans le but 
indiqué plus haut, d’aprés le plan suivant : 


\1) Levaprtr et Rocut, Comples rendus de la Soc. de Biologie, 1907, t. LXII, 
p. 619 et 845. 

(2) Franke, Inaug. Dissert. Giessen. G. Fischer, Jena. 

(3) Mesnit et Brimont, Annales de l'Institut Pasteur, 1909, n° 2, 

(4) Enruicn, Miinch. mediz. Woch., 2 février 1909. 

(5) Levapitt et Mutermitcn, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 1909, p. 49. 
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1° Préparation de trypanolysines par injection de trypano- 
somes du Nagana (1) & cing espéces animales plus ou moins 
éloignées les unes des autres : cobaye, lapin, rat, poule et gre- 
nourlle. 

2° Création de races de trypanosomes résistantes & chacun 
des anticorps trypanolytiques fabriqués par ces cing espéces 
animales. Nous avons ainsi tenté d’obtenir cing races de 
flagellés : Codaye-R, Lapin-R, Rat-R, Poule-R et Grenouille-R. 

3° Etude de ces races, au point de vue des affinités qui 
existent entre elles. Cette derniére question doit nous livrer 
la clef du probleme. En effet, chacune de ces races représente, 
pour ainsi dire, wn miroir fidele de Vanticorps qui a servi a sa 
préparation, daprés le schéma ci-aprés: 


Race Cobaye-R ........ Image de lanticorps Cobaye. 
RACCHEGD IT mm aay ecw aree ei Image de lanticorps Lapin. 
Race Poule-R. ....... . Image de l’anticorps Poule. 
Race Raeh. - <2 +. - .2 = “Image de Vanticorps) Rat. 


Or, si l'étude de ces races, au point de vue de leurs affinités 
réciproques, nous montre qu’elles sont identiques morpholo- 
giquement et surtout biologiquement, nous serons amenés a 
conclure qu’ leur tour les anticorps trypanolytiques élaborés 
par les espéces animales soumises & l’expérience sont iden- 
tiques. Par contre, tout écart entre les races de flagellés anticorps- 
résistantes indiquera l’existence de différences équivalentes 
entre les anticorps correspondants. Nous conclurons, dans ce 
dernier cas, qu'un seul et méme antigéne déclenche la produc- 
tion d’anticorps différents, suivant lespéce animale a laquelle 
on l’administre. Bien entendu, celte conclusion ne s’imposera 
qu’autant que les résultats des recherches faites avec des races 
de trypanosomes et des anlicorps préparés & plusieurs reprises 
et dans Jes mémes conditions, seront concordants et inva- 
riables. 


Avant d’entrer dans le détail de nos recherches, nous désirons 
citer deux travaux antérieurs qui se rattachent 4 nos études. Le 


~ 


(1) Les trypanosomes ont été aimablement mis 4 notre disposition par 
M. Mesnil. 
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premier est de Mesnil et Brimont (1) et concerne la résistance 
des trypanosomes a l’égard des antisérums provenant d’espéces 
animales différentes. Ces auteurs ont vu qu'une race de 
flagellés réfractaire au sérum d’un bouc, Vest aussi partielle- 
ment au sérum d’un chien, et vice versa. Le second travail, de 
Braun et Teichmann (2), se rapporte également a cette résis- 
tance qu’opposent les races réfractaires aux anticorps d’espéces 
animales diverses. Nous le citerons en détail au cours de ce 
mémoire. 


CREATION DE LA RACE RESISTANTE AUX TRYPANOLYSINES DU COBAYE 
(Race Cobaye-R). 


1. Préparation des sérums. — Le 28 février 1912, on injecte dans le péritoine 
de trois cobayes 0,1 cent. cube dune dilution de sang de souris infeciées 
avec des tryp. du Nagana. 


le’ mars. 3 mars. 6 mars. 
Cobayer noir Oise mena: fi iis 0 saigné. 
Cobayeq cml ee 2m. item D 108, iP 0 saigné. 
ODEO TA 5 o pio 5 & c Ts n. 0 saigné. 
2. Préparation de la race Cob.-R. — Le 8 mars. Les sérums sont inactivés 


4 56 degrés, pendant 30 minutes. On se sert de complément frais de cobaye. 


RESULTAT 


c oe a de INJECTION 

fa a iS trypanolyse a souris 

wm =) = | 40 minutes | (péritoine). 9 10 11 x 

a a 37 degrés. mars.| wars. | mars. 12 mats 


0,1 0,3]1 g.|Compl, (1) ul 0 0 |n. r.|N.r, éwée. Race Cob- 
R.essayéele12mars 

AOE Wy SBI) oy I ein oale 2 i. D. =e 

0,1 0,3) » Trace. 3 [eae |e: ++ 

au 50° 

One 0,3] » Trace. 4 Me 1g, || Tai + 

au 100° 


(1)) Compl. : trypanolyse compléte; Partiel : trypanolyse partielle; Trace : trace de 
trypanolyse ; séro : pas daction. 


(1) Mesnit et Brimont, Annales de Institut Pasteur, t. XXIII, p. 129, 
février 1909. 


(2) Braun et Tricumann, Versuche zur Immunisierung gegen Trypanosomen. 
Jena, 1912, G. Fischer. 
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3. Essai de la résistance de la race Cobaye-R. 


Is. - TRYPANOSOMES 
TUBES é Compl. iryp- a 
OM Race Cob.-R. Nagana. 
1 (4 0,3 1 goutte. 0 Compl. 
2 0,01 0,3 » 0 Compl. 
3 0,002 0,3 » 0 Trace. 


Le mélange du tube 1 (IS.+race Cobaye-R) est injecté 4 une souris qui 
s'infecle dés Ie lendemain. Ses trypanosomes sont éprouvés le 14 mars 
(Race Cobaye-R,). 

RESULTATS 
Is. COMPL. TRYP. 30 minutes 
a 37 degrés. 


0,3 0,3 1 goulte. 0 
0,1 0,3 4 goutte. 0 


Donec, /a race Cosayr-R, est bien réfractaire aux anticorps 
trypanolytiques de cobaye. 


II 


CREATION DE LA RACE RESISTANTE AUX TRYPANOLYSINES DU LAPIN 
(Race Lapin-R). 


1. Préparation du sérum. — Le 28 février 1912, on injecte, par voie veineuse, 
avec des tryp. Nagana, le lapin n° 69. 
3 mars. 6 mars. 


[LEVON TNO We 5 So o 6 6 Gg G88 ime 3 0 saigné. 


Le sérum est inactivé 4 56 degrés pendant une demi-heure. On se sert de 
complément frais de cobaye. 


2. Préparation de la race Lapin-R. — Le 8 mars. 


SR IS SE ETS SN SIE LEE RIO PSE LEED SE TIE II LIE EEE AEE SITE GREE LETET DEEIEERE OS, 


RESULTAT 


40 minutes 


COMPL. ‘ 
: 40 i 12 


mars. mars. mars. 


INJECTION 
A souris 


37 degrés. 13 mars. 


aS 


Compl. Essais 
Race R, 


Compl. p ra in 18 


Compl. : ; ae 


Compl. 4 n. Y. 

Essais 

Race 
R, 
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a Essai de la race Lapin-R, (0,001 IS). 


TRYPANOSOMES ‘t RYPANOSOMES 
IS. |cOmpL.} TRYP. 
Tube. Lap. Ry. Tube. Nagana. 
Ont 0,3 | 1 ¢. 4 Compl. 3) Complet. 
0,04 » » 2 | Pr. compl: 6 » 
0,002 » » 3 races vi » 
0,004 » » 4 0 8 Presque complet. 


Ce tableau montre que la race Lapin-R, (obtenue avec 0,1 de 
sérum au 1/100) n'est que trés faiblement réfractaire. Les 
mélanges 4-2-3 sont inoculés a trois souris. La marche de 
Vinfection chez ces souris montre bien cette faible résistance de 
la race Lapin-R.. 


12 mars. 13 mars. 14 mars. 15 mars- 16 mars, 
Souris 1. 0 0 1s n. + 
Souris 2. 0 HEIs ley 1 t.n. + 
Souris 3, tr. ees + 


b Essai de la race Lapin-R, (0,1 de sérum). 


TRYPANOSOMES 


Is. COMPL. TRYP. oo 
Lap.-R,. Nagana. 
0,1 0,3 1 goutte. 0 Complet. 
0,01 03 1 goutte. 0 » 
0,002 0,3 1 goutte. 0 » 


Le contenu du tube n° 1 est inoculé & une souris. Elle 
s'infecte dés le lendemain et ses trypanosomes se montrent 
réfractaires aux anticorps, comme le prouve le tableau suivant : 


TRYPANOSOMES 

IS. COMPL. TRYP. ns BE es 
Lap-R, Nagana. 

‘RB 0,3 1 goutte. 0 Complet, 

0,1 0,3 1 goutte. 0 Complet. 


La race Larin-R, est done bien réfractaire aux trypanolysines 
du lapin. 
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II 


CRGATION DE LA RACK RESISTANTK AUX TRYPANOLYSINES DU RAT 
(Race Rat-R). 


Les rats infectés avec les tryp. du Nagana ne font pas de 
crise spontanée. Aussi, pour préparer des anticorps trypano- 
lytiques, en nous servant de cetle espéce animale, avons-nous 
traité par Varsénobenzol des rats en pleine infection. Le len- 
demain de injection du médicament, tous les tryp, dispa- 
raissaient de la circulation générale, et, quelques jours aprés, 
le sérum des rats traités contenait des anticorps trypanocides. 


1. Préparation du sérum. — Le 24 février 1913, on infecte 
par voie péritonéale quatre rats avec du Nagana. Le 29 février, 
on administre le 606 et, le lendemain, on constate l’absence 
complete des tryp. circulants. Les animaux sont saignés le 
7 mars, soit six jours aprés. 


2. Essai du sérum (le 8 mars) ef préparation de la race 
Rat-k. 


RESULTAT]| INJECTION 
40 min. a 
A 37°. souris. 9 10 41 13 14 15 | 16 17 
mars|mars mars mars |mars|mMars|Mars|Mars 


ees |e |e | | | SD | | | ee | ee | ee | cD 


0,1 0,3)f g.| Compl. | 4 0 0 0 0 0] r. jner.} + 
0,01 » » Compl. | 2 0 0 lau, 1s » » » » » 
0,002) » » Compl. 3 0 tr. | Tssaishi- }t.nm. +] » » » » 
0,001 » » |. Part. 4 Vile) Ag aL es + » » » » » 


Essai de la résistance de la race Rat-R, (0,01 IS). 


TRYPANOSOMES 


IS. COMPL. TRYP. Sa en 

Tube. Rat-Ry. Tube. Nagana. 
0,1 0,3 1 goutte. 1 Compl. 5 Compl. 
0,041 » » 2 Trace, 6 Compl. 
0,002 » » 3 0 7 Compl. 
0,004 > » 4 0 8 Partiel. 


Ce tableau montre que la race Rat-R, nest que partiellement 
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résistante. On fait un nouveau passage sur la souris ; le con- 
tenu des tubes 1-2 et 3 est injecté 4 trois souris, le 11 mars. 


12 mars. 13 mars. 14 mars. 15 mars. 
Souriselo aa. 0 tort: Me 10 Essais = Race Rat-R,. 
SOUnist cnn Rares. n. n. ail 
Souris 3. . . Rares. n. + 


Essai de la résistance de la race Rat-R,,. 


TRYPANOSOMES 


Se COMPL. TRYP. << ee 

Rat-R,. Nagana. 
03 0,3 1 goutte. 0 Compl. 
0,1 0,3 1 goutte. 0 Compl. 


Il en résulte que la race Rat-R, a acquis une résistance solide 
vis-a-vis des trypanolysines contenues dans Vimmun-sérum 
du rat. 


TV 


CreATION DE LA RACE RESISTANTE AUX TRYPANOLYSINES 
DE LA POULE (Race Poule-R). 


1. Préparation du sérum. — Deux poules recoivent dans la 
circulation générale, 1 cent. cube d’une émulsion épaisse de 
tryp. du Nagana, tués par un chauffage 4 56 degrés, pendant 
trois minutes (1). 

Poule 141° injection le 9 mars; 2° injection le 18 mars. 
Poule 2 Saignées le 26 mars. 


Essai du sérum (chauffage préalable & 56 degrés pendant 
trente minutes). : 


RESULTAT APRES 30 MINUTES 


tS COMPL. TRYP. 

a 37 degrés. 
0,1 0,3 1 goutte. Complet. 
0,01 » » Presque complet. 
0,005 » » Partiel. 
0,0025 » » 0 
0,002 » » 0 


(1) Ces trypanosomes sont isolés par notre procédé de la centrifugation, 
en tubes étroits, du sang de rats infectés (sang pris dans le cceur et la veine 
sus-hépatique, défibriné, dilué au tiers avec de l’eau salée, puis centrifugé; : 
on cecueille la couche blanche de‘trypanosomes). 


Oe | Sat Ra ty 
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2. Préparation de la race résistante Poule-R. 
On dispose lexpérience comme pour la préparation des 
autres races résistantes (Cobaye, Lapin, etc.). 


Essai de la race Poule-R. 


TRYPANOSOMES 


We COMPL. TRYP. Sh 

Poule-R. Nagana. 

0,2 0,3 1 goutte. 0 Compl. 

0,4 » » 0 Compl. 

0,02 » » 0 Compl. 
0,005 » » 0 ek 
00025 » » 0 a 


Il en résulte que la race Pouin-R est réfractaire aux trypano- 
lysines contenues dans limmun-sérum de poule. 

I] s'agit bien d'une race résistante aux anticorps spécifiques 
qui apparaissent dans le sérum des poules préparées par des 
injections de trypanosomes morts. En effet, le sérum de poule 
normale nexerce aucune action trypanocide a Végard des tryp. 
du Nagana, et, dun autre cété, ces flagellés, mis en présence 
dun tel sérum de poule normale, nacquierent aucun état réfrac- 
taire vis-a-vis des anticorps trypanocides du cobaye. lls se com- 
portent, & ce point de vue, comme la race Nagana-souche. Cest 
ce qui résulte des expériences suivantes : 


a) On mélange 0 cent. cube 5 de sérum frais de poule normale a deux 
gouttes de tryp. du Nagana (souche) et on porte le tout pendant quarante- 
cing minutes 4 37 degrés. Aucune action manifeste. Le mélange est injecté 
a une souris, laquelle s’infecte; ses trypanosomes se montrent tout aussi sensibles 
que le Nagana originare a Végard des trypanolysines spécifiques de la poule. 

6) Les mémes trypanosomes, que nous appellerons Tryp. Poule-N, par 
opposition aux flagellés résistants contre Vimmun-sérum de poule, Tryp. 
Poule-R, sont injectés & un cobaye n° 55, ce qui permet la préparation 
d’anticorps contre ces trypanosomes. En faisant agir ce sérum sur les tryp. 
Poule-R, Poule-N et Nagana, nous avons pu établir que la race Poule-N est 
différente de la race Poule-R et identique a la race Nagana-souche. D'un autre 
cété, en nous servant d'un sérum de cobaye (n° 44) anti-Poule-R, nous sommes 
arrivés aux mémes résultats. 


1. Sérum anti-Poule-N (Cobaye n° 55). 


TRYPANOSOMES 
Is. COMPL. TRYP. 
Nagana. Poule-R. Poule-N. 
0,4 0,4 1 goutte. Presque compl, 0 Compl. 
0,01 0,4 1 goutte. » 0 Compl. 
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2. Sérum anti-Poule-R (Gobaye n° 44). 


TRYPANOSOMES 

ier COMPL. TRYP. ee 
Nagana. Poule-R. Poule-N. 

0,4 0,4 1 goutte. 0 Partiel. 0 

0,01 0,4 4 goutte. 0 0 0 


Ces expériences montrent bien que notre race Poule-R est 
réfractatre aux anticorps trypanolytiques spécifiques fabriqués 
par les poules vaccinées avec des flagellés tués par la chaleur. 

\ 
Kixivk DES RACES RESISTANTES. 


Dans nos trayaux antérieurs sur le mécanisme de la création 
des races de trypanosomes résistantes aux anticorps, nous avons 
insisté sur le fait que ces races, rendues réfractaires par le pro- 
cédé dont nous venous d'indiquer les détails, conservent pen- 
dant trés longtemps leurs propriétés acquises, malgré les nom- 
breux passages qu’on leur fait subir sur Ja souris. Cette fois-ci, 
nous avons voulu également nous assurer de cette invariabilité 
de nos races au point de vue de leur résistance aux anticorps et 
nous avons pratiqué trois essais; ils ont tous fourni des résultats 
concordants, comme le montrent les protocoles suivants : 


lo Premiére série de races résistantes Cobaye-R, Lapin-R, Rat-R et Poule-R. — 
Ces races ont seryi aux exp¢criences que nous avons faites de mars a 
juillet 19412. 

Race Cobaye-R a été créée le 12 mars. 

Race Lapin-R a été créée le 12 mars. 

Race Rat-R a été créée le 14 mars. 

Race Poule-R a été créée le 30 mars. 


Premier essai le 7 mai. 


IS. COMPL. TRYP. LAP.-R cop.-hR RAT-R POULE-R 

Ona 0,3 1 goutte. 0 0 0 0 

0,2 0,3 1 goutte. 0 0) 0 0 
Nombresdenjourss-m.0 <...ome : 56 56 54 38 
Nombre des passages. . .. . 28 28 27 19 


ee ANE thn 


te ee 


— 


— 
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Deuxtéme essai le 45 mat. 


IS COMPLE. | TRYP. LAP-R. cop.-R RAT-R POULE-R 

0,1 0,3 I goutte. 0 0 0 0 @ 

0,02 | 0,8 | 41 goulte. 0 0 0 0) 
NombresdesjOurscm care siete 64 64 62 46 
Nombre des passages. . 32 32 Bl 23 


2° Deuxieme série de races résistantes. — Ces races, créées le 
15 novembre 1912. nous ont servi & nos expériences faites de 
novembre 19124 février 1913. Elles sont éprouvées le 10 janvier, 
soit cinquante-six jours apres leur création et apres vingt-huit 
passages sur la souris. Elles se sont montrées toutes résistantes 
aux anticorps correspondants. 


On peut done conclure de ces données que les races de trypa- 
nosomes Nagana, rendues réfractaires aux trypanolysines du 
cobaye, du lapin, du rat et de la poule, par action de ces anti- 
corps sur les flagellés in vitro, conservent leur résistance apreés 
un tres grand nombre de passage par la souris. 


VI 


AcTLION HOMOLOGUE ET CROISKE DES ANTICORPS TRYPANOLYTIQUES 
DE COBAYE, LAPIN, RAT ET POULE SUR LES RACES REFRACTAIRES 
PREPAREES A L’AIDE DE CES ANTICORPS. 


Une fois en possession de nos races réfractaires aux anti- 
corps, nous avons recherché quelles relations existaient entre 
elles. L’examen morphologique ne permettant aucune déduc- 
tion, nous avons soumis chacune de ces races a laction des 
trypanolysines qui ont servi & la préparation des autres; en 
d’autres termes, nows avons fail agir chaque anticorps : cobaye, 
lapin, rat et poule sur la race correspondante et aussi sur les 
trois autres (1). 


(1) Y compris le Nagana-souche. 
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Les nombreuses expériences que nous avons réalisées dans 
cette voie ont toutes fourni des résultats concordants, comme il 
résulte des protocoles suivants : 


1. Expérience du 25 mars. — Action des trypanolysines du rat (IS.-Rat) sur 
1e8 trypanosomes Lapin-R et Nagana. 


TAYPANOSOMES 
Is. COMPL. TRYP. 
Lapin-R. Nagana. 
0,1 0,2 1 goutte. 0 Compl. 
0,01 » » 0 Compl. 
0,002 » » 0 Partiel 
0,001 » » 0 Trace 


Les tryp. Lapin-R résistent a VIS. de Rat. 


2. Expérience du 28 mars. — Action de l'IS.-Cobaye et de V'IS.-Lapin sur les 


tryp. Cobaye-R. 
IMMUN-SERUM 


Is. COMPL. TRYP. re a 
Cobaye. Lapin. 
052 0,3 1 goutte. 0 0 
O41 » » 0 0 
0,02 » » 0 0 
0,01 » » 0 0 
0,005 » » 0 0 


Les tryp. Cobaye-R résistent a VIS.-Cobaye et a VIS.-Lapin. 


3. Expérience du 2 avril. — Action de VJS-Poule sur les trypanosomes 
Poule-R, Lapin-R, Cobaye-R, Rat-R el Nagana-souche; trypanolyse avec les 
sérums homologues. 


COMPL. TRYP. TRYPANOSOMES 


ACTION 


Poule-R.| Lap.-R. | Cob.-R. Nagana. 


0 Compl. 


0 Pr. compl. 


i 
o 
D 
° 


1 
4 


C 


Partiel. 


Pr. compl. 


Compl. 


Homologue. | 


Compl. 


Les tryp. Powle-R, Cobaye-R, Lapin-R et Rat-R résistent aux 
anticorps de poule (JS.-Powle). 


Pe A ee 


ee ee 
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4. Expérience du 2 avril. — Action de I'S. de Lapin et de Rat sur les tryp. 
Poule-R. j 


IMMUN -SERUM 


Ske COMPL. TRYP. —__~__——-. 
Lapin. Rat. 
0,2 0,2 1 goutte. 0 0 
0,4 » » 0 0 
0,02 » » 0 0 
0,01 » » 0 0 
0,005 » » 0 0 


Les trypanosomes Poule-R résistent aux anticorps de la 
poule (IS.-Poule) et du Rat (IS.-Rat). 


5. Expérience du 16 avril. — Action de VIS. de lapin sur les trypanosomes 
Cobaye-R., Lapin-R., Rat-R.. Poule-R. et Nagana-souche. 


TRYPANOSOMES 

Is. COMPL. TRYP. 

Cob.-R. | Poule-R.} Rat-R. | Lap.-R. Nagana. 
0,1 3 1 goutte. 0 0 0 0 Compl. 
0,02 33 » 0 0 0 Compl. 
0,01 3 » () 0) 0 0) Pr. Compl. 
0,00 3 » 0 0 0 0 
0, 00: 3 0 


Les trypanosomes Cobaye-R, Lapin-R, Rat-R et Poule-R 
résistent aux trypanolysines du Lapin (IS.-Lapin). 


6. Expérience du 20 avril. — Action de I'IS.-Cobaye sur les trypanosomes 
Lapin-R, Rat-R, Poule-R et Nagana-souche. 


TRYPANOSOMES 


iS: COMPL. TRYP. 
Lap.-R. Rat-R. Poule-R. Nagana. 


| 


Compl. 


0,3 1 goutte. 
Trace. 


Nous résumons dans le tableau ci-dessous les résultats 
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fournis par ces expériences et par d’autres essais dont nous 
renoncons a exposer les détails. 


IS. COBAYE IS. LAPIN SE IS. PoULE 


Trypanosomes. Trypanosomes. 


| 


Nagatiaues its |Nagana 
Lap.-f. 

Lap.-R. . 

Cob.-R. . : 
Rat-R » .. . .} 0/Poule-R . 
Poule-R ve) 0 


ier; 
Poule-R... «| Of 


) 


Trypanosomes. Trypanosomes. 


} Résultats. 


nD 
» 
2 
s 
ti 
wo 
ac 
io 
— 


Nagana 
Lap.-lhi. 
Lap.-R. 
Cob.-f. 
Rat-R 
Rat-f 


» 


Nagana 
Lap.-R. . 
Cob.-R. . 
GobERv are x = 
RatzReae ser 
Poule-R. . 
Poule-R... 


Seis Sisce 


ee SS esr 


Ce tableau permet de formuler la conclusion suivante : Une 
race de trypanosomes, rendue réfractaire a légard des trypano- 
lysines élaborées par une des quatre espéces animales avec les- 
quelles nous avons expérimenté, lest également vis-a-vis des 
anticorps trypanocides fabriqués par les trois autres espéces. 
C’est Ji une conclusion qui concorde avec les faits observés par 
Mesnil et Brimont d'une part, par Braun et Teichmann d’autre 
part. Les premiers ont vu, en effet, que les flagellés résistants 
aux anticorps d’un bouc vacciné, l’étaient aussi, quoique d'une 
facon moins accentuée, aux anticorps préventifs d’un chien 
réfractaire. De leur coté, Braun et Teichmann ont constaté que 
les trypanosomes qui résistaient aux trypanolysines du lapin se 
montraient 6galement vaccinés & l’égard de lysines de la souris 
et du rat. 

Que devons-nous conclure de cette premiére série de recher- 
ches, au sujet des rapports qui existent entre les anticorps 
produits par des espéces animales différentes, soumises 2 
Vinfluence d’un méme antigéne? Nous ayons dit, au commen- 
cement de ce travail, que chacune des races de trypanosomes 
réfractaires créées par nous doit étre considérée comme un 
miroir qui reproduit les caractéres des anticorps ayant servi a 
la préparation de ces races. Les rapports qui les relient repré- 
sentent fidélement ceux qui existent entre leurs anticorps res- 
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pectifs. Or, nous voyons qu’au point de vue de la faecon dont 
elles se comportent & Pégard de ces anticorps, ancune différence 
manifeste ne saurait étre révélée entre ces races réfractaires : 
elles résistent aux anticorps, quelle que-soit lespéce animale 
qui a fabriqué ces anticorps. Devons-nous conclure de 1a que, 
puisque les races de flagellés résistants paraissent identiques 
par rapport & V’indicateur utilisé, les anticorps : dapin, cobaye, 
rat et poule le sont également? Nous ne le pensons pas. En 
effet, il se peut que la résistance aux sérums trypanocides, 
homologues et hétérologues, si constante chez nos parasites 
réfractaires, ne soit qu'un caractére commun parmi d'autres - 
caractéres différentiels qui restent cachés parce que Vindicateur 
est incapable de les révéler. Le schéma suivant rend compte 
de cette hypothése : 

Désignons par F# la résistance aux anticorps homologues et 
hétérologues et par a, b,c, etc., les autres caractéres dilféren- 
tiels. Nos quatre races pourront ¢tre représentées schématique- 
ment comme il suit : 


ROCCECO Oram tanson elk 5 (capone SRA Pees) a 8 eto og eae ey lo 
ROCCBIECD Rs ye ghee woh om Ab oe ese} AYN, s,s See Ee penal 
Race Rat-R . CREM ek Sa eek tye ire ot chee VEE aeae eel 
RacemPowleah vane eee eta es ei ee he tee aw REE le*-Eb 


Disposons-nous d’un autre moyen capable de mettre en éyi- 
dence chez nos quatre races résistantes ces caracléres différentiels 
hypothétiques? L’expérience répond aflirmativement. En effet, 
lorsqu’on désire connaitre les affinités qui existent entre les 
divers échantillons d'une bactérie agglutinogéne donnée, 
on fait appel aux agglutinines spécifiques, dont l'emploi permet 
la création de groupes de bactéries de la méme espéce (agglu- 
tination de groupes). Nous avons appliqué le méme procédé a 
nos races résistantes el nous avons essayé de saisir leurs affinités 
réciproques en nous servant d’immun-sérums spécifiques, pré- 
parés avec chacune de ces races. A J’aide de ces sérums, nous 
avons réalisé toutes les combinaisons homologues et croisées 
possibles. Précisons : 

Nous injectons & des cobayes la race Cobaye-R par exemple; 
au moment de la crise, on saigne les animaux et on obtient ainsi 
un anti-sérum contre la race Cobaye-R (IS. anti-Cobaye-R). En 
faisant agir ce sérum sur la race Cohaye-R et aussi sur les trois 
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autres races Lapin-R, Rat-R et Poule-R, nous déterminerons 
les affinités qui existent entre ces races; en d'autres termes, 
nous révélerons par cet indicateur les caractéres différentiels 
dont il a été question plus haut. 

Nous avons réalisé de nombreuses expériences de ce genre 
dont nous exposons les détails ci-dessous. 


VII 


LES AFFINITES ENTRE LES QUATRE RACES RESISTANTES 
DE TRYPANOSOMES. 


A. — Affinités de la race Cobaye-R. 


I. — On se serl de la race Cabaye-R,) pour infecter trois cobayes n°s 84, 
85 eb 86. Voici la marche de linfection, apparition de la crise et le moment 
de la saignée (infection le 8 juillet) : 


10 juillet. 11 juillet. 12 juillet. 13 juillet. 14 juillet. 15 juillet. 


CGobs me %84.) ene are mers n. ithe Tee 0 


0 saigné. 
(BOs WO} Tame Tee n. n. it ee 0 saigné. 
Cob. n° 86. n. n. tn. tn. 0 0 saigné. 


Voici, d’autre part, la fagon dont ces trois sérums agissent sur le Nagana- 
souche et nos quatre races résistantes : 


SSSA STS SEA SINS IE SEA SS ESSE SI DSS SS I, 


p QUANTITE RACES 

SERUM 
de sérum COMPL. 

de cob. ; 5 
inactivé. Nagana. | Cob.-R. | Lap.-R. | Rat-R. | Poule R. 

a 
i ? Ae . . 
Be ATS S0s0d ne 0 C. G. 0 


Cette expérience montre que /a race Cobaye-R offre des 
affinités communes avec les races Lapin-R et Rat-R et qwelle 
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parait entierement indépendante des races Nagana-souche et 
Poule-R. 


Il. — Une nouvelle race Cobaye-R, préparée le 15 novembre, sert A 
infecter quatre cobayes n° 31, 32, 33 ef 34. Marche de Vinfection et saignée 
(infection le 12 décembre) : 


4 décembre. 6 décembre. 9 décembre. 10 décembre. 
COs Sil 5 & Melts 105 00s 0 Saigné. 
Ol), Be 6 « aes tare 0 Saigneé. 
Gobmo3 ee. ss assem. n. 0 Saigné. 
Gob. 34 .= 1b. n. 0 Saigné. 


Nous avons examiné comment agissent ces sérums sur le [Nagana-souche 
et les quatre races résistantes : 


5 NN ES NEI PTE ITED FI RS ELT SD DEA CEE SEE 


SERUM QUANTITE EVES 
de de sérum COMPL, 

cobaye. inactive. Nagana. | Cob.-R. | Lap.-R. | Rat-R. | Ponle-R. 

for (i) 4 0 G; tir Denes 0 

Cob. 31 0/01 0,3 0 C. tr. De (Ee 0 

= é Weal 0 CG: tyes part. 0 

Cob. 32 0,01 0,3 0 C. tr. Dance 0 

- Weil a 0 C. part. CG: 0 

Cob. 33 (6.04 0,3 0 Cc tr. part. 0 

0,1 ; 0 C. part. Cc. 0 

Cob. 34 0/01 Ok 0 c. part. | p.c. 0 


Cette seconde expérience, conforme fa celle qui vient d’étre 
décrite, montre que Ja race Cobaye-R a des affinités avec les 
races Lapin-R et Rat-R, tout en élant indépendante des races 
Nagana-souche et Poule-R. 


Ill. — Dans cette derniére expérience, nous nous sommes 
servis de la méme race |Cobaye-R pour infecter nos cobayes. 
L’injection ayant eu lieu le 14 janvier 1913, cedte race a donc 
été entretenue par des passages réguhers sur la sourts pendant 
pres de puux mois. Cette expérience nous renseigne ainsi sur 

61 
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les modifications possibles subies par cette race Cobaye-R au 
point de vue de ses affinités, au cours des nombreux passages 
quelle a subis dans l’organisme de la souris. 

Infection des cobayes, crise et saignée : 


13 janvier. 16 janvier. 18 janvier. 19 janvier. 
Cobaye n° 61. .. (Ns n. 0 Saigneé. 
Cobaye n° 62... Te n. 0 Saigné. 
Cobaye n° 63. . . Yr: n. 0 Saigné. 
Cobaye n° 64... 5 n. 0 Saigné. 


Mode daction des quatre sérums sur les races Nagana-souche et résis- 
tantes : 


siruM | QUANTITE eS 
de de COMPL. 
cobaye. sérum. Nagana. | Cob.-R. | Lap.-R. |, Rat-R. |Poule-R. 
| a 
Cob. 64. 0,1 0,3 0 (Ge 0 Dec: () 
Cob. 62. 0,1 es a oa | (een Pos CLA aN 
| | 
Cobacse en aor 0,3 0 c. 0° c. oF 
Cob. 64 0,1 0,3 0 | c 0 ( 0 


Il résulte de ce tableau que la race Cobaye-R, examinée a 
deux mois d’intervalle, n’offre daffinités marquées qu’avec la 
race Rat-R. Elle a done perdu au cours de ses passages sur la 
souris ses affinités avec la race Lapin-R. Nous avons constalé le 
méme phénomeéne lorsque nous avons examiné par le méme 
procédé les races Lapin-R et Rat-R, comme nous le montrerons 
plus loin. 


iin résumé, l'étude des affinités entre les races Cobaye-R et 
les autres races, y compris le Nagana-souche, met en évidence 
les données stiivantes : 

1° La race Cobaye-R, résultant de Vaction exercée in vitro 
par les trypanolysines du cobaye sur le Nagana-souche, esé 
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devenue entibrement différente de la race Vorigine (Nagana), 
au point de vue de action croisée des anticorps (41). 

2° La race Cobaye-R offre des affinités marquées avec les deux 
races résistantes Kat-R et Lapin-R: toutefois, ses rapports avec 
cette derniére race Lapim-R sont moins intimes qu’avec la race 
Rat-R, ainsi qu'il résulle de la faible action des sérums sur la 
race Lapin-R (voy. tableaux). 

3° Apres un certain nombre de passages sur la souris, la race 
Cobaye-R a perdu complétement ses faibles affinités avec la 
race Lapin-R, tout en conservant celle quelle offrait avec la 
race Rat-h, 

k° Enfin /a race Cobhaye-h apparait comme entiérement diff é- 
rente dela race Poule-R au point de vue de laction croisée des 
trypanolysines. 

Les chiffres suiyanls rendent compte des rapports entre la 
race Cobaye-R et les autres races : 
Onze sérums, préparés avec les races Cobaye-R,, et Cobaye-R. 


my jiniies avec Coudye-Ro= wk. .2 oon ASU dA 
Ali NUECES CCE ROH .<3 0% ip ete Gd sured 
Affinités avec Lapin-R (fables) ....4 . 8 sur di 
AP pUTCS G0eC POULEER 2 >... 5 as. 5 ie VO SUPLAA 


A inikes avec, Nagana-souche = oa... 0, sure4d 


B. — Affinités de la race Rat-R. 


J. — Dans une premiere expérience, nous nous sommes servis de la race 
Rat-R pour infecter un cobaye n° 67, chez lequel la trypanosomiase a 
évelué comme suit. 


19 juin, 2{ juin. 22 juin. 24 juin. 25 juin. 
Cob. n° 67. . nla Whe n. iets 0) Saigné. 


On étudie laction de ce s¢rum sur les quatre races : 


QUANTITE Be cy 
COBAYE de COMPL. 


Nagana. 


Ral-R. | Cob.-R. | Lap.-R. | Poule-R. 


| 
| 
| 


No 67. 0,1 0 Dees G part. 0 


3 
58) 0 part. C. p. ¢. 0 


(1) Une constatation analogue a élé faite antérieurement par Braun et 
Teichmann (loc. cif.). 
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Ce tableau montre que /a race Rat-R offre des affinités 
avec les races Cobaye-R et Lapin-R, tout en étant différente des 
races Nagana-souche et Poule-R. 


Il. — Nouvelle race Rat-R', préparée le 145 novembre. Cette race sert a 
infecter les cobayes n° 39, 40 et 41. Voici la marche de Vinfection et le moment 


de la saignée. Infection le 3 décembre. | 


9 décembre. 10 décembre. 11 décembre. 


4 décembre. 6 décembre. 


Cob: 1939) * 0 1 Tie 0 Saigné 
Cob. n° 40 ass. n. tam, {ie UR 0 Saigné 
Cob. no 44 . n. n. too: 0 Saigné 


Les trois sérums servent 4 préciser les affinilés entre nos races résis- 


tantes. 
STR SR RC EO TE TERT RE TT EP PLEIN R EE LI LE PSTD SLES APY STI ESET SETI IE OE AIEEE IEEE EGER EE 
QUANTITE RACES 
COBAYES de COMPL. a 
sérum. Nagana. Rat-R. | Cob.-R. | Lap.-R. | Poule-R. 
E 0,1 0.3 0 © r es 0 
N° 39. 004 0,3 0 c ‘ ie 0 
F 0,4 0,3 0 Cc. Cc ay 0 
| 4 2 ft) 
Ne 40 01 0,3 0 C. c fi 0 
‘ Le 0,3 0 C. c ui 0 
No 41 0,04 0,3 0 C. “ ij 0 


Mémesconclusions que dans l’expérience précédente. A retenir 
la faible affinité entre la race Rat-R et Lapin-R (trace d'action 
trypanolytique). 


III]. — On se sert de la méme race Rat-R que dans Vexpérience II. 
L’examen a été pratiqué le 41 janvier 1913, c’est-d-dire deux mois environ 
depuis la préparation de cette race; pendant cet intervalle, la race a été 
entretenue par des passages réguliers sur la souris. Quatre cobayes nos 65, 
66, 67 et 68 ont été infectés le 11 janvier; voici l’évolution de l’infection: 


13 janvier. 16 janvier. 18 janvier. 
Cob ne Gham. Ie tr- 1 Saigné. 
Cob. n° 66. . (is TPS ‘tls TR \0 Saigné. 
Goby n°n6nieee es ores n. 0 Saigné. 
Cob. 10s6 Serena Es Tie 0 Saigné 
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— 
or 


Les quatre sérums servent a préciser les affinités entre nos races : 


QUANTITE GENO 
COBAYES de COMPL. 
serum. Nagana. | Rat-R. | Cob.-R. | Lap.-R. |Poule.-R. 
Noe 65. 0,4 0,3 0 Da G: G- 0) 0 
Ne 66. yal One 0) @. G 0 0 
No 67. 0,1 0,3 0 Cn (oe 0 0 
No 68. 


Cetle expérience montre que larace Rat-R, examinée environ 
deux mois aprés 'sa préparation, n’offre des affinités qu’avec 
la race Cobaye-R. Or, nous venons de voir que cette race, 
étudiée au méme point de vue, quelque temps auparavant, 
possédait, en plus, des affinités, il est vrai faibles, avec la race 
Lapin-R. HU en résulte qu’aprés un certain nombre de passages 
sur la souris, cette race a perdu ses faibles affinités avec la race 
Lapin-R et n'a conservé que celles qui la rapprochent de la 
race Cobaye-R. 


En résumé, la race Rat-R nous apparait comme trés rappro- 
chée de larace Cobaye-R, en ce sens quelle présente des carac- 
léres communs avec les races Cobaye-R et Lapin-R; qu’au point 
de vue de l’action croisée des trypanolysines, elle est indépen- 
dante des races Nagana-souche et Poule-R. Les chiffres suivants 
rendent compte des relations entre cette race Rat-R et les 
autres races : 


Huit sérums préparés avec la race Rat-R. 


Annies apeCa TacewRal-R Oe ee. .) 8. SUL. S 
Affinités avec la race Cobaye-R...... 8 sur 8 
Affinités avec la race Lapin-R. 4 sur 8 
Afpnités avec la race Poule-h. . .’-, . . +0 sur 8 
Affinités avec la race Nagana-souche 0 sur 8 
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C. — Affinités de la race Lapin-k. 


I. — On sesert de larace Lapin-R,, pour infecter 3 cobayes n° 64, 65 et 66; 
voici la marche de J'infevtion et le moment de la saignée. Infection le {7 juin. 
19 juin. 24 juin. 22 juin. 25 juin. 
(GONG 1W 5 Glo cn c 1 r. 0 Saigneé. 
(OO BAN IE Melee day lds TE: ies PA 0 Saigné. 
(Cote (Kn oS 6S n. 1 0 Saigné. 


Les trois sérums servent a préciser les affinités entre la race Lapin-R et 
les autres races. 


: RACES 
| QUANTITE Cc 


COBAYES de COMPL. 


sérum. 


Nagana. Cob.-R. Rat-R. |Poule-R. 


c. 
part. 


Il. — Cette expérience, faite avec une autre race Lapin Rm, préparée le 
15 nov.,a été disposée comme la précédente. Infection des cobayes le 3 déc. 


4 décembre. 6 décembre. décembre. 10 décembre. 
Cob. 35. . . ass. n. le 9 Saigné. 
(CMe We & « tere n. 0 Saigneé. 
Cob. 48. : . Li ale Up ile peas Saigné. 


Les trois sérums servent 4 préciser les rapports entre la race Lapin-R et 
les autres. ; 


: RACES 
WS. 
COBAYES ’ ae COMPL. 
inactive. 


Nagana. Cob.-R. Poule-R. 
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Ill. — Du 15 décembre, date de sa préparation, jusqu’au 11 janvier 1913, la 


méme race Lapin-Rm est entretenue par passages réguliers sur la souris. Le 

11 janvier, on répéte Vexpérience précédente, et on infecte trois cobayes 

nes 37, 88 et 39. ; 
Infection de cobayes le 11 janvier. 


13 janvier. 10 janvier. 18 janvier. 19 janvier. 
CO mOipemrcrt t: n. 0 Saigné. 
GODeIOS) Wee 0 iD. 0 Saigné. 
(CMa, WO) 5 +e Bhs We beat 0 Saigné. 


Les trois sérums servent 4 préciser les rapports entre la race Lapin-R el 
les autres. 


RACES 


Se 
COBAYES os Saiike COMPL. 
inactive. 


Poule-R. 


Voici les conclusions qui se dégagent de ces trois expé- 
riences : 


1° La race Lapin-R, préparée en faisant agir les trypanoly- 
sines du lapin sur le Nagana-souche, est devenue entiérement 
différente, au point de vue de sa facon de réagir aux anticorps 
in vitro, de cetle race Nagana-souche. 

2° La race Lapin-R offre des affinités marquées avec les deux 
races résistantes Cobaye-R et Ral-R. 

3° Aprés un certain nombre de passages sur la sourts, la race 
Lapin-R se purifie, en ce sens quelle perd ses affinités secon- 
datres avec les races Cobaye-h et Rat-R (sérums 58 et 59). 

4° La race Lapin-R apparait comme entiérement différente 
de lavace Poule-R, au point de vue de laction croisée des try pa- 
nolysines. 

5° Enfin, cette action croisée des sérums trypanolytiques 
montre qu’en ce qui concerne ses affinilés, /a@ race Lapin-R est 
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identique avec les races Cobaye-R et Rat-R et totalement diffé- 
rente de larace Poule-R. 


Les chiffres suivants rendent compte des relations entre la 
race Lapin-R et les autres 


Affinités avec la race Lapin-R. 9 sur 9 
Affinités avec la race Cobaye-R . i suryd 
Affintés avec la race Rat-k. 1 our? 
Affinités avec la race Poule-R. O-sur79 
Affinités avec la race Nagana-souche . 0 sur 9 
D. — Affinités de la race Poule-R. 
I. — Notre premiére race Poule-R sert a infecler deux cobayes nes 36 
el 37. Voici la marche de l’infection et le moment de la saignée. 
Infection le 3 juin. 
5 juin. 7 juin. 9 juin. 10 juin. 12 juin. 
Cobsis6en ae n. ©. (ie ate Ts 0 Saigné. 
Cob: Sica n. ty me it tip 18 Saigné. 


Les deux sérums servent a préciser les affinités entre la race Poule-R et 
les autres races : 


RACES 
Se 
COBAYES 5 ie COMPL. 
inactivé. 


Nagana. | Poule-R.| Cob.-R . 


II. — Le 15 juin, on infecte deux cobayes n° 52 et 53, et un lapin n° 54, 
avec la méme race Poule-R. Voici la marche de l’infection et le moment de 
la saignée : 


17 juin. 19 juin. 21 juin. 22 juin. 22 juin. 
Cobia) 2 eee cr n. 0 ris Saigné 
(CO RS op 4 G teers n. (n. 0 Saigné. 
WGN ONLI a pues WOE Teh 0 0 0 Saigné. 
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Les lrois sérums seryent & déterminer les relations entre la race Poule-R 
et les autres. 


3 RACES 
Is: 
COBAYES ¢ ‘ COMPL. 
inactivé. 


Nagana. | Poule-R.} Cob.-R. | Lap.-R. | Rat-R. 


0 


III. — Dans cette expérience, nous nous sommes servis d’une nouvelle 
race Poule-R» préparée le 21 novembre. Deux cobayes n° 44 et 46 sont 
infectés le 4 décembre. 


6 décembre. 9 décembre. 10 décembre. 11 décembre. 12 décembre. 
Cob. 44. t. r. ib n. n. 0 saigné. 
Cob-Z6asest-an- n. ie 1h 0 0 saigné. 


Action des sérums 44 et 46 sur les races résistantes et le Nagana-souche. 


RACES 
IS. 


COBAYES | . ae. COMPL. 
inactive. 


Nagana. | Poule-R. | Cob.-R. | Lap.-R. | Rat-R. 


IV. — Mémerace, inoculée aux cobayes 71 et 72, le 11 janvier 1913, aprés un 
certain nombre de passages sur souris. Marche de Jinfection chez les 
cobayes et moment de la saignée. 


13 janvier. 16 janvier. 418 janvier. 18 janvier. 
Cobmaile ae 0 re 0 Saigné. 


(COs 1s. 675 2 0 Tints 0 Saigné. 


950 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Le 23 janvier, on essaye l’action des deux sérums sur les races résis- 
tantes et le Nagana-souche. 


ag er ea SRR RE EE PSS SER PE PERE SE ESE SIT LS IE LE SS I TE SE SIT 5 NTS A I 


RACES 
Is. 
COBAYE f ca COMPL. 
inactive. 
Nagana. | Poule-R.| Cob.-R. | Juap.-R. | Rat-R. 
No 74 0,1 0,3 0 part. Cray 0 ) 
No 72. 0,4 0,3 0 p. c: 0 0 0 


Les quatre expériences précédentes sont toutes concluantes 
pour montrer que /a race Poule-R occupe une place & part parmi 
les quatre races résistantes préparées par nous. Kn effet, az 
point de vue de Caction croisée des trypanolysines, cette race 
Poule-R ne montre aucune affinité, ni avec le Nagana-souche, 
ni avec les autres races Cobaye-R, Lapin-R et Rat-R. 

Les chiffres suivants rendent compte de ce fait : 


Affinités avec larace Poule-R ..... 9 fois sur 9 
Affinités avec la race Cobaye-R .... 0 fois sur 9 
Affinités avec la race Lapin-R. .... 0 fois sur 9 
Affinités avec la race Rat-R ...... O fois sur 9 
Affinités avec la race Nagana-souche. . 0 fois sur 9 


VI 
CONCLUSIONS. 


Nous venons d’exposer nos résultats concernant les relations 
entre les quatre races résistantes préparées & l’aide d’anticorps 
trypanolytiques fabriqués par quatre espéces animales (Lapin, 
Cobaye, Rat et Poule), soumises & Vinfluence d’un méme anti- 
géne. 

Les schémas suivants (p. 952), qui résument ces résultats, 
faciliteront leur interprétation et permettront d’en déduire les 
conclusions. 
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Chaque ligne horizontale représente action exercée par un sé- 
rum donné sur les quatre races; les lignes verticales indiquent 
existence d'une trypanolyse positive sur la race correspon- 
dante, trypanolyse dont Vintensité est mesurée approximati- 
vement par la hauteur de la ligne. 


De l'ensemble de ces données, il résulte que nos quatre races 
résistantes sont loin de se comporter de la méme facon, au point 
de vue de leurs affinités réciproques, appréciées d’aprés l'action 
croisée des anticorps trypanolytiques. Les (rois races Lapin-R, 
Cobaye-R et Rat-R, préparées avec des immun-sérums de mam- 
miferes, font un groupe a part, netlement sénaré de la race 
Poule-R, obtenue en fasant agir sur le Nagana-souche les 
trypanolysines de Tespece ovipare poule. 

En effet, tandis que les trois premieres races sont tres 
rapprochées, en ce sens qu’un immun-sérum fabriqué. par le 
cobaye contre l'une d’elles agit sur les deux autres, par contre 
larace Poule-R se montre completement indépendante; elle est 
insensible aux anticorps dirigés contre les races Cobaye-R, 
Lapin-R et Rat-R, et d’un autre cété, le sérum anti-Poule-R 
n’agit en aucune facon sur les autres races résistanles. 

Nous avons dit, au commencement de ce travail, que les 
affinités entre les diverses races résistantes obtenues a Vaide 
d’anticorps provenant d’espéces animales plus ou moins éloi- 
enées, nous renseignent sur les rapports entre ces anticorps. 
Or, les recherches résumées précédemment montrent de la facon 
Ja plus nette que les races résistantes aux anticorps trypanoly- 
tiques du cobaye, du lapin et du rat offrent des relations entre 
elles et peuvent étre considérées comme trés rapprochées, tan- 
dis que la race réfractaire aux trypanolysines de la poule 
occupe une place a part et apparait enlicrement indépendante 
des trois autres. 

Nous sommes ainsi amenés 4 conclure que des anticorps 
trypanocides élaborés par les trois espéces de rongeurs examinées 
par nous, offrent des caractéres communs, tout en étant mani- 
festement différents des anticorps produits, dans les mémes condi- 
tions, par la poule, espéce ovipare plus éloignée des autres dans 
l échelle animale. Unseul et unique antigéne peut done provoquer 
la production d’anticorps microbicides profondément dissem- 
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blables, suivant l’espece animale qui le recoit; en d’autres 
termes, le méme anticorps lytique, ou agglutinant, ou précipi- 


tant, peut offrir des 
différences de consti- 
tution, suivant les- 
péce animale qui le 
fabrique, différences 
qui seront d’autant 
plus marquées, que 
les especes produc- 
tricesseront plus éloi- 
enées dans l’échelle 
des étres vivants. 

Ce qui nous améne 
a formuler cette con- 
clusion, ce sont, en 
dehors des faits que 
nous venons d’expo- 
ser, nos expériences 
concernant les anti- 
corps trypanolyti- 
ques élaborés par la 
grenouille, animal 
plus éloigné encore 
des mammiféres, que 
ne lest la poule. 

Les recherches de 
Laveran et Pettit (1) 
ont montré que le 
sérum de grenouille 
exerce une action 
microbicide mani- 
feste vis-a-vis des 
trypanosomes. Nous 
avons soumis des 


(1) Laveran et Pettit, 
Comptes rendus de l’ Acad. 
des sciences, t. CXLIX, 
1909, p. 500. 


SERUMS PREPARES AVEC LA RACE/SERUMS PREPARES AVEC L 


Cob.-R. Rat-R. 
4) Race Cob. R.-10. 4) Race Rat-R. 

Cob.-R. Lap.-R.  Rat-R. Cob.-R. Lap.-R.  F 
84 | | | jer 

Cob.-R. Lap.-R.  Rat-R. 
Se ea 

Cob.-R. Lap.-R.  Rat-R. 
con | | 

2) Race Cob.-R. 1°" essai. 2) Race Rat-R». 

Cob.-R. Rat-R. Cob.-R. R 
3) | eerie | 39 | a ec 

Cob.-R Rat-R Cob.-R R 
39 | a -R | 40 | ene 

ASS NS SST SET RN 

Cob.-R Rat-R Cob.-R. R 
33 | Lap.-R | al | ees 


3) Race Cob.-R. 2¢ essai. 
Cob.-R. Rat-R. 


3) Race Rat-R». 2¢ ess 
Cob.-R. R 
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grenouillesa des injections répétées de trypanosomes du Nagana 
(émulsions riches en parasites obtenues par centrifugation du 


SS ETE ITED ISI IT ESI WN SLTE LD SRE ALG ESET BEE OTRAS FAITE EE 


RUMS PREPARES AVEC LA RACE 
Lap.-R. 


4) Race Lap.-R. 10. 
Cob.-R. Lap-+R. Rat-R. 


Cob.-R. Lap.-R. Rat-R. 


Cob.-R. Lap.-R. 


Rat-R. 


wo 


SERUMS PREPARES AVEC LA RACE 


Poule-R. 


4) Race Poule-R. 
Poule-R. 
| 


36 | 


Poule-R. 


gies 


Poule-R. 


Poule-R. 


4 | 
RST SDI REA NE IES 


_ 2) Race Lap.-Rm. 
Cob.-R. 


Lap.-R.  Rat-R. 
| | ae 
Cob.-R. Lap.-R. Rat-R 
| | 
ys ae ie 


2) Race Poule-R». 
Poule-R. 


on 


Poule-R. 
6 | 
DLS EN REE ATE SOE 


3) Race Lap.-Rm. 2° essai. 


3) Race Poule-R». 2° essat. 


Cob.-R. Lap.-R. Rat-R. Poule-R. 
| | | iy | 
RSIS SUS ENE ACL AEDES ERLE SLI EEO pee le eed ee 
Lap.-R. Poule-R. 
| 2 | 
Lap.-R. 


sang de rats infectés) 
el nous avons pré- 
paré ainsi des sérums 
de batraciens vacci- 
nés, trés actifs au 
point de vue trypa- 
nocide. Or, malgré le 
pouvoir parasiticide 
intense de ces sérums 
et leur constitution 
analogue a celle des 
sérums correspon- 
dants de mammifé- 
res, ou de la poule 
(complément et am- 
bocepteur), 7 nous a 


élé impossible de 
créer, avec ces sé- 
rums et le méme 


Nagana-souche, une 
race de trypanosomes 
Grenoutlle-résistante. 
Les souris inoculées 
avec des mélanges de 
sérum et de trypano- 
somes (trypanolyse 
complete vitro ) 
contractaient bien 
la trypanosomiase 
apres quelques jours 
(tout comme les sou- 
ris inoculées avec des 
mélanges de trypa- 
nolysines demammi- 
feres et de flagellés), 
mais les parasites ne 
se montraient nulle- 


in 


54 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ment réfractaires aux anticorps, méme aprés plusieurs passages 
consécutifs dans du sérum actif. 

Il en résulte que les anticorps spécifiques de la grenouille, 
vhbtenus a Laide de Vantigene Nagana, sont encore plus différents 
de ceux des mammiferes que les anticorps de la poule: ils ne 
permetient pas, dans les conditions ow nous nous sommes placés, 
/a préparation de races anticorps-résistantes. 

Aucun doute ne saurait done subsister quant & la non 
identité des anticorps engendrés par le méme antigéne, mais 
Claborés par des especes animales éloignées les unes des autres 
dans l’échelle des étres vivants. L’oryanisme imprime done un 
cachet personnel aux réagines quwil fabrique, sous Pincitation 
dun antigene donnée. 

Ce qui est intéressant, c’est de constater que, méme chez les 
esptces de mammiferes examinées par nous, les anticorps 
noffrent pas une identité absolue, malgré les apparences. Nous 
yoyons, en effet, qu’aprés un certain nombre de passages sur la 
souris, nos races Lapin-R, Cobaye-R et Rat-R se purifient : 
elles perdent plus ou moins leurs affinités secondaires et, avec 
la race Lapin-R, par exemple, on arrive a une spécificité 
absolue (sérum 57 et 58). Une telle race finit done par se com- 
porler comme celle de la poule, en ce sens quelle ne réagit que 
vis-a-vis des anticorps homologues et n’offre aucune affinité 
avec les autres races. Il y aurait donc lieu de conclure que, 
méme chez certaines especes de mammiféeres rapprochées les 
unes des autres, les anticorps élaborés sous Vinfluence d'un 
seul et unique antigene peuvent ne pas étre entiérement 
identiques. 

Quoi quil en soit, ce genre de recherches, qui utilise la plas- 
licilé des trypanosomes et leur faculté de réagir spécifiquement 
i l’égard des trypanolysines, rend des services appréciables 
en ce qui concerne la solution du probleme : anticorps et 
especes animales. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR 
‘ PLASMODIUM INUI” HALBERSTADTER ET PROWAZEK 
D'UN “ MACACUS CYNOMOLGUS ” 


par M. LEGER et M. BOUILLIEZ 


Médecins-majors des Troupes Coloniales. 


(Travail du laboratoire du Professeur Mesnil.) 


Nous entretenons depuis dix-sept mois par passages de singe 
a singe un Plasmodium trouvé en janvier 1912 dans le sang 
du ceeur Wun Macacus cynomolgus. Ce macaque infecté était 
pensionnaire depuis une semaine de la ménagerie de l'Institut 
Pasteur. I faisait partie d’un lot de cing singes de méme espéce 
qui moururent tous peu aprés leur arrivée a Paris. L’autopsie 
de l’animal ne révélait aucune lésion des organes 4 laquelle la 
mort fit imputable. 


Dans une courte note (1), nous avons déja fait connaitre 
Vaction pathogéne de lhématozoaire et succinctement indiqué 
les passages effectués durant les premiers mois. L’un de nous (2) 
a aussi bri¢vement publié le résultat de diverses recherches 
expérimentales. 

[l nous parait intéressant de décrire le parasile, de montrer 
les espéces simiesques qui sont sensibles et celles qui ne le 
sont pas, de relater un certain nombre d’expériences tentées 
avec ce Plasmodium, et de chercher a Videntifier. 


(1) M. Lecer et M. Bouttimz, Sur un Plasmodium des singes. Passages par 
especes variées. Action pathogene. Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 
juillet 1912, t. LXXIII, p. 310. 

(2\ M. Bourtimez, Nouvelles recherches expérimentales sur un Plasmodium 
des singes. Comptes rendus de la Soc. de Biologie, |. LXXIV, 417 mai 1943, p. 1070. 


27 


956 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


MORPHOLOGIE DU PARASITE 


A. -— Examen a L’érat Frais. — Les hématozoaires apparaissent 
dans les globules rouges sous l’aspect de petits: corps sphé- 
riques, ovoides ou amiboides. Quand ils sont jeunes, les schi- 
zontes sont sans pigment et assez difficiles & voir. Plus avancés 
en age, la mobilisation du pigment permet de les distinguer. 
Les gaméles se reconnaissent toujours avec nettelé, car ils 
contiennent du pigment brunatre 4 grains plus gros et plus 
nombreux que ceux des schizontes, et doués d'un mouvement 
trés vil. 

Les seules formes libres sont des gamétes et les jeunes méro- 
zoites au moment de la rupture des rosaces. Nous n’ayons 
jamais pu assister 4 l’émission de flagelles par le microga- 
métocylte. 

B. — Examen apres cororation. — Pour étude du Plasmo- 
dium, nous nous sommes surtout servis du Leishman. Mais de 
bonnes colorations peuvent aussi étre obtenues par le Laveran, 
le Giemsa ou par la méthode a Vhématoxyline au fer. 

Schizontes. — Au stade le plusjeune, le parasite, qui peut ne 
mesurer que 1475 de diamétre, est annulaire, constitué par 
un mince liséré protoplasmique bleu ciel, sans aucune pigmen- 
tation apparente, et par un noyau vésiculaire, relativement 
trés développé, dont fe caryosome prend une coloration rouge 
rubis. 

Toujours trés visible et d’ordinaire arrondi, ce caryosome 
est tantot ala périphérie, représentant le chaton d’une bague, 
tantot au contraire au centre de la pseudo-vacuole incolore. 

Le méme hématozoaire posséde parfois deux caryosomes, 
situés soit & deux poles opposés, soit tout pres l’un de l’autre; 
dans ce dernier cas, ils sont souvent réunis par un mince 
filament de chromatine. lI n’est pas rare de voir deux ou méme 
trois hématozoaires dans la méme hématic. 

Le Plasmodium adolescent devient rapidement amiboide et 
revét les aspects les plus variés; plus rarement il reste compact 
et se montre sous l’aspect d'une écharpe transversale ou d'un 
poignard corse. 


Le protoplasma prend une coloration bleu clair; la pigmen- 
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tation est nulle ou trés peu accusée. Le noyau vésiculeux est 
généralement trés apparent. Le caryosome, toujours volumi- 
neux, est souvent arqué ou en batonnet, et occupe dans le 
parasite les situations les plus diverses. : 

Le schizonte adulte s’arrondit de plus en plus. Les grains de 
pigment augmentent de nombre, sinon de taille, et cette fine 
poussiére pigmentaire, dont il est impossible de numérer les 
éléments, communique au protoplasma une nuance verdatre. 

La division nucléaire commence avant que ’hématie ne soit 
entiérement envahie; d’ailleurs le parasite peut arriver & son 
complet développement, sans occuper la totalité de la cellule- 
héte. 

La schizogonie aboutit & la formation de douze a seize noyaux 
secondaires, qui se placent sans ordre a la périphérie. Chacun 
de ces noyaux s’entoure d’une zone protoplasmique. Le pigment, 
d’abord irréguliérement disséminé, se concentre vers le milieu 
en amas de faible volume. On a finalement une sorte de rosace 
dont le nombre maximum des éléments est de seize. 

Gamétes. — Les éléments sexués varient peu de fréquence 
dun jour a Pautre; ils sont toutefois un peu plus nombreux 
dans les derniers jours de |’infection expérimentale qu’au début. 

On reconnait avec facilité les éléments males et les éléments 
femelles. 

Le microgamétocyte, arrondi ou polyédrique, a un_proto- 
plasma de teinte bleu grisatre, qui semble communiquée par le 
pigment dont les grains sont groupés en amas irrégulicrement 
distribués. Le noyau diffus se présente sous l’aspect de baguettes 
de chromatine noyées dans une gangue rose; il occupe prés du 
quart du parasite. 

Le macrogaméte, souvent quadrilatére, est généralement un 
peu plus volumineux. Le protoplasma est bleu foncé. Les grains 
de pigment, plus fins que ceux de l’élément male, sont épar- 
pillés sans ordre. Le noyau arrondi prend fortement la colora- 
tion rouge ; ilne semble pas qu'il y ait d’aréole vésiculeuse. 

Les jeunes gametes se différencient facilement des schizontes 
de méme taille par la présence de grains de pigment toujours 
trés apparents. 

Globules rouges. — Les hématies envahies par les schizontes 
ne sont ni hypertrophiées, ni déformées du fait de la présence 
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du parasite. On peut trouver deux P/asmodium adultes com- 
primés l'un contre l'autre dans la méme cellule restée de taille 
normale. 

Les globules rouges parasités par de trés jeunes schizontes 
sont souvent réunis en amas. Il semble qu’une rosace venant de 
se rompre, on ait saisi en quelque sorte la pénétration des méro- 
zoites mis en liberté dans les éléments immédiatement voisins. 

Les éléments sexués o% el 9 sont dans la presque totalité des 
cas endoglobulaires. Les hématies qui les regoivent restent de 
taille normale, et souvent, méme lorsque les gamétes paraissent 
a leur maximum de développement, ne sont pas occupées en 
entier. 

Dans un nombre relativement peu élevé de cas, chez des singes 
d’espéces différentes, des granulations du type Schiiffner (1) 
sont mises en évidence, avec le Leishman comme avec le Giemsa, 
sans toutefois pouvoir établir un rapport entre ces altérations 
globulaires et lage du Plasmodium ou sa nature sexuée ou 
asexuée. Jamais nous n’avons décelé de mouchetures de Maurer. 
Les hématies parasitées se colorent plus fortement que les 
saines. 

A une période avancée de I’infection, il y a dans le sang du 
singe une anisocytose marquée avec prédominance de macro- 
cytes : il est curieux de constater que ceux-ci ne sont pour ainsi 
dire jamais parasités, tandis que les microcytes le sont fréquem- 
ment. On trouve aussi un certain nombre de globules rouges 
polychromatophiles et quelques corps en demi-lune de Ser- 
gent. Nous n’avons pas vu d’hématies a granulations basophiles 
ni d’érythroblastes. 

Durée DU CYCLE scHIzoconigus. — La durée de l’évolution 
asexuée du Plasmodium a été recherchée par Vexamen, un 
certain nombre de jours consécutifs, du sang des singes en 
expérience. Il y a toujours coexistence de générations plus ou 
moins nombreuses de parasites. On peut dire néanmoins que 
Je cycle schizogonique de Vhématozoaire est celui de la tierce; 
il s’opere en quarante-huit heures. 

Ainsi, chez le Macacus sinacus 16, les frottis prélevés les 14 et 


_ (4) Sur les quelques lames colorées tout derniérement par la méthode de 
Pappenheim (May-Griinwald Giemsa), les granulations de Schiiffner n’étaient 
pas apparentes. 4 


, 
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16 février, dans lesquels les parasites sont trés nombreux, 
montrent des hématozoaires pour ainsi dire tous au méme slade 
de développement; il s’agit de schizontes adolescents, trés peu 
ou pas du tout pigmentés, revétant les formes amiboides les 
plus varices. 

Dans les frottis des 15, 17 et 19 février, bien que l infection 
soit toujours intense (1 globule envahi sur 5 & 6), on ne trouve 
presque aucune des formes précédentes; on ne voit guére que 
des éléments en voie de division, des rosaces, quelques-unes 
parfaites & douze ou seize éléments, et quelques trés jeunes 
schizontes. 

Notre Plasmodium ne peut ¢étre assimilé & aucune des trois 
espéces ou variétés d’hématozoaires du paludisme de Vhomme. 
Il condense en quelque sorte leurs principaux caractéres. 

Il ressemble & P/. vivax par certaines formes amiboides des 
schizontes adolescents, la présence de granulations de Schiiff- 
ner, la durée de l’évolution en quarante-huit heures, la schi- 
zogonie en seize mérozoites, le pigment a grains fins. 

De méme que P/. precox et P/. malaria, il Wentraine jamais 
Vhypertrophie du globule rouge. Au premier des deux, il em- 
prunte la petite forme annulaire des schizontes jeunes, souvent 
& deux caryosomes. D’autres parasites, plus avancés en Age, 
paraissent identiques aux formes dites « en bandeau » de la 
guarte. Les gamétes arrondis, dans des cellules de taille nor- 
male, el & grains de pigment relativement gros, rappellent aussi 
beaucoup ceux de Plasmodium malarie. 


TRANSMISSION PAR INOCULATION DE SINGE A SINGE 


Presque toutes les inoculations ont été pratiquées dans la 
musculature de la cuisse, quelques-unes seulement dans le 
tissu cellulaire sous-cutané ou dans le péritoine. Le sang para- 
sité servant a Vinoculation, recueilli soit & Voreille de Vanimal 
vivant porteur de virus, soit au cur apres la mort, était mé- 
langé le plus généralement & 2/3 d'une solution de citrate de 
soude & 10 p. 1000 dans de l'eau physiologique * 6 p. 1000. La 
quantité totale de liquide inoculé était d’ordinaire de 1 cent. 
cube a1 c.c. 5. . 

Un examen préalable des singes neufs a permis d’en éliminer 


960 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


deux qui étaient déja parasités. Nous avons trouvé une fois le 
méme Plasmodium chez un macaque, et une fois Plasmodium 
Kochi ) Vétat de gamétes chez un Cercopithéque callitriche. 


PreMIEk PASSAGE. — Macacus sinicus 91, inoculé le 24 janvier 1912, dans le 
péritoine, avec quelques gouttes de sang du cceur du Macacus cynomolgus, 
trouvé spontanément infecté. Parasites rares le 31 janvier, nombreux le 
2 février. Le lendemain matin l’animal tombe pour ainsi dire foudroyé. 

Rien & l’autopsie. Les organes thoraciques ou abdominaux paraissent nor- 
maux, a l'exception de la rate qui est congestionnée. Le ceryeau ne présente 
A la coupe aucune altération visible. 

Deruxtime pAssacE. — Macacus sinicus 16 regoit, sous la peau, le 3 février au 
soir, quelques gouttes de sang recueillies dans le coeur du Sinicus 91, huit 
heures aprés la mort. Parasites rares le 11 février, nombreux le 12, trés 
nombreux a partir du 14 jusqu’a la mort, le 24 février. De caractére gai et 
enjoué, le singe est devenu triste et indolent au moment de l’infection. 

A l’autopsie, sang du cceur pale et fluide, avec tres nombreuses hématies. 
envahies. Vessie pleine d’urines claires. Poumons décolorés. Rate du poids 
de 14 grammes (1) en bouillie. Foie pesant 80 grammes, normal a la coupe. 
Les frottis de poumons, de foie et de rate montrent une trés grande quantité 
de pigment brun-noiratre ou franchement noir, en amas parfois considérables,. 
irréguliérement répartis. Du pigment se trouve aussi inclus dans des leuco- 
cytes mononucléaires et quelques cellules épithéliales. 

TROISIEME PASSAGE. — Trois singes ont été inoculés le 47 février 1912 avec 
le sang du précédent. 

a) Cereocebus fuliginosus 65 recoit, sous la peau, 0c. c. 5 de sang. Ne s’in- 
fecte pas. Réinoculé dans le péritoine dix jours aprés avec 1 c.c. 5 de sang 
4 parasites nombreux du Cynomolgus 46, puis en juin avec le sang du Cyno- 
molgus 98, il est suivi pendant plusieurs mois sans présenter de Plasmo- 
dium. 

b) Papio’ anubis (cynocéphale), inoculé sous la peau le 17 février, présente 
des parasites dés le 22. Ceux-ci augmentent sans cesse jusqu’a la mort qui 
suryient le 4 mars, aprés onze jours de maladie. 

c) Macacus cynomolgus 46 réagit différemment a Vinoculation également 
sous-cutanée; il contracte une affection chronique qui le conduit 4 la mort au 
bout de neuf semaines, le 22 avril. 

Aprés une courte incubation de cing jours, les Plasmodium se montrent. 
rares du 23 février au 26 et nombreux du 27 au 3 mars. Le nombre des para- 
sites diminue alors : assez nombreux du 4 au 6, rares le7, trés rares du 9 au 30. 
Une poussée légére se produit du 4 au 8 avril et les Plasmodium sont non 
rares. Ils redeviennent ensuite rares ou ne sont plus du tout trouvés jusqu’au 
moment de la mort. 

Pendant la maladie, la température est prise de facon réguliére tous les 
soirs; 4 aucun moment il n’y a véritablement fiévre (dans la derniére semaine 
de février, variations de 36°3 A 3798). 

QUATRIEME PASSAGE. — Trois animaux sont inoculés 4 des dates différentes. 
avec le Cynomolgus 46. 

a) Maki de Madagascar (Lémurien) qui reste indemne. 


(1) Et non 148, comme il a été imprimé par erreur dans notre note préli- 
minaire. 
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b) Macacus sinicus 90, mort six jours aprés linoculation sans avoir présenté 
aucun parasite. 

c) Macacus sinicus 94 est inoculé le 23 avril, avec du sang prélevé dans le 
ceeur du Cynomolgus 46 et dans lequel on ne voit pas de parasites sur frottis 
colorés. Le singe s'infecte. I] présente une série de rechutes séparées par 
des intervalles de dix 4 onze jours, pendant lesquels le sang périphérique 
ne contient pas d’hématozoaires. Les deux premieres rechutes durent 
respectivement dix et sept jours, les parasites étant moins nombreux la 
seconde fois. Les Plasmodium reparaissent une troisiéme fois le 10 juin et 
restent rares, trés rares ou extrémement rares jusqu’au 5 juillet. A partir de 
cette date on n’en voit plus. La mort survient le 6 décembre. 

En aout et en novembre, le Sinicus 94 est réinoculé avec du sang tres viru- 
lent sans que l’on arrive 4 produire une nouvelle infection. 

A lautopsie, le foie et la rate, ni congestionnés ni hypertrophiés, con- 
tiennent une notable proportion de pigment. Pas de parasites 4 examen 
du sang du cceur, mais un singe inoculé avec ce sang s’infecte. Dans des 
frottis de rate et de moelle osseuse, on met en évidence une rosace et un 
schizonte. On constate une maladie polykystique des reins. 

CrinquiéMe pAssaGe. — Plusieurs singes sont inoculés avec le sang du précé- 
dent 4 différents moments de son infection. 

a) Macacus cynomolgus 99, du poids de 2 kil. 230, inoculé une premiére fois 
sans résultat le 9 mai. Réinoculé le 25, il montre des parasites le 3 juin. Sa 
maladie revét l’allure chronique, présentant une série de rechutes. 

Les Plasmodium augmentent d’abord de nombre jusqu’au 14 juin sans étre 
jamais trés nombreux. Ils diminuent ensuite pour disparaitre complétement 
du 10 au 416 juillet. Quelques gamétes sont apercus les 17 et 18, puis les schi- 
zonles reparaissent et augmentent en nombre chaque jour jusqu’au 1° aout. 
Les parasites disparaissent de nouveau complétement du 13 au 20 aorit, jour 
de la mort. 

Des granulations de Schiffner étaient visibles sur les frottis faits avec le 
sang pendant Ja deuxiéme rechute. 

A lautopsie on note : vessie trés distendue, remontant jusqu’a l’ombilic, 
pleine d’urines claires. Coeur, foie, reins paraissent normaux. Rate légérement 
atrophiée, adhérente 4 la paroi abdominale. Pancréas gros et dur. 

Une splénectomie ayant été pratiquée le 18 juillet, nous aurons a examiner 
les rapports de la rechute avec l’intervention opératoire. 

b) Macacus cynomolgus 118, du poids de 800 grammes, inoculé le 25 mai et 
parasité 4 partir du 4 juin. La maladie prend aussi chez lui une allure chro- 
nique et évolue en deux accés, le premier faible et long, le second encore 
moins accentué. 

Une inoculation de trypanosomes le 22 juillet, peudant la période sans 
parasite qui suivit la rechute, ne provoqua pas la réapparition du Plasmodium. 
Le singe mourut le 15 avril, avec quelques trypanosomes dans la circulation. 
Rien de particulier a l’autopsie. Rate : 10 grammes. 

c) Macacus rhesus 100, regoit du sang pris au coeur a la mort du Sinicus 94. 
Inoculé le 6 décembre, il laisse voir a partir du 17 des parasites jamais 
nombreux. Les hématozoaires disparaissent du 21 au 26 décembre, pour repa- 
raitre le 27 et persister jusqu’é la mort de animal, survenue le 31 décembre. 
Ce singe a éte traité par la quinine. 

Un Cynomolgus 13, inoculé avec son sang le 20 décembre, ne s'infecte pas. 

Sixrime passace. — Plusieurs singes d’espéces différentes sont inoculés avec 


le sang du Cynomolgus 9. 
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a) Cercocebus fuliginosus 65, qui reste encore indemne. 

b) Hapaie (ouistiti) qui meurl en sept jours sans présenter de parasites 
dans son sang. A l’autopsie, on n’en trouve pas sur frottis de divers organes. 

c) Macacus rhesus 98, inoculé le 18 juin et parasité dés le 24. Les hémato- 
zoaires, tres rares les 24, 25 et 26, deviennent tres nombreux le 27, augmentent 
au point de parasiter a peu prés la moitié des hématies. L’animal meurt 
le 29, aprés avoir présenté de lhématurie; son sang renferme surtout des 
jeunes formes de parasites. 

A lautopsie, foie et rate légerement congestionnés. Capillaires du cerveau 
bourrés de globules parasités. 

d) Macacus cynomolgus 1000, inoculé le 29 juillet et parasité dés le 5 aout. Il 
meurt le 12 aott, ayant eu chaque jour un plus grand nombre d’hémato- 
zoaires. Sa mort survient au moment ot les formes jeunes, tres petites, 
dominent. Beaucoup de jeunes Plasmodium ne sont pas encore entrés dans les 
globules rouges. A l’autopsie, rien de particulier. 

SEPTIBME PASSAGE. — a) Cercopithecus patas 10 est inoculé, le 29 juin, avec le 
sang du M. rhesus 98. Des le 3 juillet, les parasites apparaissent; ils aug- 
mentent rapidement de nombre et l’animal meurt d'un véritable accés per- 
nicieux le 7 aout, au moment de lVéclatement des rosaces. Presque tous les. 
clobules rouges sont envahis. Les capillaires du cerveau sont encombrés de 
parasites. Foie et rate légerement congestionnés ; urines claires. 

Le sang du Cercopithecus patas 10 sert a inoculer un Chimpanzé femelle 
Adrienne) qui reste indemne. 

b) Cercopithecus patas 38, est inoculé le 12 aout, avec le sang du M. cyno- 
molgus 1000. Trés parasité le 19, il recoit le soir une injection intra-muscu- 
laire de 0,45 centigrammes de chlorhydrate neutre de quinine (poids de 
Vanimal : 2 kil. 100) qui n’arréte nullement le développement du Plasmodium. 
Le lendemain matin, nouvelle injection de 0,45 centigrammes de quinine. Les 
parasites examinés d’heure en heure ne paraissent nullement souffrir du sel, 
injecté. Ils continuent a se développer. Le 20 au soir, il meurt pendant une 
injection intraveineuse de quinine que nous tentions. 

De toute facon, étant donnés le nombre de parasites dans la circulation et 
la marche ordinaire de la maladie chez le Cercopilhéque, la mort serait 
survenue dans la nuit. 

c) Macacus cynomolgus 332 est également inoculé le 12 aout avec le méme 
sang que le précédent. Parasité le 19, il recoit le 20 une injection intramus- 
culaire de 0,15 centigrammes de chlorhydrate de quinine (poids de I’animal : 
750 grammes). Malgré les accidents qui accompagnent cette injection : ver- 
tiges et Gtourdissements (ivresse quinique) et qui paraissent indiquer pour cet 
animal une dose trés forte, le Plasmodium continue ase développer jusqu’a& 
la mort, survenue le 21, sans que l’animal ait repris son état normal. 

Houitiime passacr. — Deux singes sont inoculés avec le sang du Cercopi- 
thecus patas 38. 

a) Macacus cynomolgus 44, inoculé le 20 aotit et montrant des parasites le 
31 aout. Le Plasmodium est toujours rare. On ne l'observe pas du tout, du 
418 aott au 1° septembre. Aprés avoir dépéri lentement depuis son arrivée a 
la singerie, il meurt le 26 octobre 1912. A l'autopsie, il est trouvé porteur de 
tres nombreux trichocéphales, cause probable de son état cachectique. 

b. Cercopithecus cephus, inoculé le 19 aotit, montre déja d’assez nombreux 
parasites le 27. Ceux-ci restent nombreux jusqu’au 2 septembre, puis devien- 
nent rares et apparaissent par intermittence jusqu’au 1°° octobre, On en 
revoit quelques-uns les 7, 10 et12 de ce mois. Une splénectomie est prati- 
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quée le 25. Des parasites apparaissent le 28 et deviennent assez nombreux 
jusqu’au 1" novembre, jour de la mort, due a une péritonite post-opératoire. 
Les parasites sont assez nombreux dans le sang du cur; beaucoup de 
vlobules parasités présentent des granulations de Schiiffner. 

NEUVIEME PASSAGE. — Cercopithecus callitrichus, du poids de 650 grammes, est 
inoculé avee le sang du Cercopithecus cephus le 30 octobre. Assez rares le 
6 novembre, les Plasmodium augmentent sans cesse, pour devenir excessive- 
ment nombreux et entrainer la mort de l’animal le 12 novembre. A ce moment- 
la, le sang, en plus des tout jeunes schizontes en trés grand nombre, ne 
contient pas d’autres formes parasitaires. Le foie, la rate, la moelle osseuse, 
congestionnés, renferment beaucoup de pigment. Le foie a une couleur 
ardoisée. Au moment de l’'agonie, \le singe émet des urines hémoglobinu- 
riques. Les capillaires du cerveau ne contiennent pas énormément de glo- 
bules parasités ou pigmentés. 

DixtiMe passace. — Macacus cynomolgus 306 (poids 1 kil. 650) regoit du sang 
du précédent le 12 novembre. Les parasites se montrent dés_le 18 et, en se 
multipliant, aménent rapidement la mort de l’animal le 22 au soir. 

Foie ardoisé, volumineux. Rate noire et congestionnée. Rien d’anormal 
par ailleurs. L’animal, malade peu de temps, est encore trés gras. 

ONzIuME PASSAGE. — Macacus cynomolgus 818 et M. cynomolgus 819 sont ino-« 
culés le 22novembre avec le sang du précédent. 

L’un d’eux, le 818, regoit en méme temps, dans la cuisse opposée, une 
injection de 7 centigrammes de chlorhydrate de quinine (poids : 900 grammes) 
4 titre préventif. Aucun parasile nest apercu du 23 novembre au 17 décembre. 

Le second, le 819, montre des hématozoaires dés le 25 novembre. Ceux-ci 
augmentent rapidement et aménent la mort du singe dans la nuit du 3 au 
4 décembre, au moment ow les rosaces viennent d’éclater. Beaucoup de 
globules sont parasités par trois ou quatre tres petits schizontes. Le sang 
est trés peu coloré. 

A lautopsie, le foie et la rate, peu hypertrophiés, sont assez colorés par 
le pigment. On trouve dans les frottis dinnombrables petits parasites et, 
dans la rate seulement, un grand nombre de formes en rosaces a huit élé- 
ments. Le cerveau est pigmenté lég¢rement et renferme beaucoup de giobules 
avec petits parasites. Le tissu graisseux existe encore. 

DovwuzikME PASSAGE. — a) Chimpanzé mdle (Pascal), ne prend pas linfection 
malgré une inoculation de 5 cent. cubes de sang citraté du précédent, le 
4 décembre. 

b) Macacus nemestrinus, du poids de 2 kil. 500, inoculé en méme temps, 
présente des parasites 4 partir du 14 décembre. [1 a une infection sanguine 
légeére jusqu’au 8 janvier. De cette date jusqu’au 19 février, il laisse de temps 
en temps apercevoir quelques trés rares Plasmodium. Onn’en voit plus ensuite 
jusqu’au 9 mai. 

Le singe est alors splénectomisé. Aucun parasite n’apparait dans le sang 
jusqu’aé la mort le 18 mai, attribuable aux suites éloignées de l'intervention. 
A l’autopsie, les frottis de rate ne montraient pas de Plasmodium. 

Treizizme PASSAGE. — Deux singes sont inoculés avec le Nemestrinus. 

a) Macacus cynomolgus 818, resté une premiére fois indemne aprés injection 
de quinine préventive. Inoculé de nouveau le 17 décembre, laisse voir des 
parasites dés le 23. L’infection suit son cours; les parasites augmentent et 
sont nombreux le 25. Ce macaque meurt alors dune infection microbienne 
mal déterminée qui fit & cette époque plusieurs victimes a la Singerie de 
VInstitut Pasteur. 
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b) Macacus cynomolgus 13, inoculé précédemment sans succes. Réinoculé 
le 17 janvier, il a des parasites 4 partir du 24 et meurt le 27. 

QUATORZIEME PASSAGE. — Macacus rhesus 2, du poids de 2 kil. 600, est inoculé 
le 27 janvier avec le sang du précédent. Il a quelques Plasmodium dés le 
34 janvier. Les parasites augmentent rapidement et la mort survient le 
5 février. 

A l'autopsie : gros foie ardoisé; rate hypertrophiée et fortement colorée. 
Tissu graisseux abondant. 

QuINzIEME PASSAGE. — Macacus cynomolgus 69, inoculé le 8 février avec le sang 
du précédent, prélevé aprés la mort et conservé depuis trois jours a la gla- 
ciére. Le Plasmodium se montre a partir du 17 février et augmente en nombre 
jusqu’a l’agonie de lanimal, le 22. 

Dans !e but dutiliser son sang, l’animal est saigné et tué dés quil parait 
condamné a une mort prochaine. 

Rien a signaler de particulier 4 l’autopsie, se rapportant du moins au Plas- 
modium. Nombrevses amibes dans le gros intestin, trichocéphales; quelques 
ulcérations intestinales. 

SEIZIEME PASSAGE. — Macacus sinicus 609, inoculé le 21 février avec le sang 
du précédent. Le Plasmodium apparait dés le 28 et reste toujours en petit 
nombre. Affection trés peu intense jusqu’au 19 mars. On ne trouve plus 
depuis de parasites, sauf de trés rares schizontes aux examens des 9 et 
10 mai et des schizontes moins rares du 3 au 5 juin. 

Le 25 avril, avec le sang du Sinicus 609, on inocule sans succés un singe 
neuf, qui ne s'infecte pas, le Macacus nemestrinus du douziéme passage, et 
Vanimal lui-méme. 

Le Sinicus 609 est encore en vie le 15 novembre. 

Drx-SEPTIEME PASSAGE. — Macacus cynomolgus 847, inoculé le 5 mars avec le 
sang du Sinicus 609, recoit en méme temps dans la cuisse opposée une injec- 
tion préventive de 12 centigrammes de chlorhydrate de quinine (poids : 
1 kil. 300). Pas de parasites jusqu'au 25 mars. Il meurt alors. Nombreux anky- 
Jostomes dans l’intestin. 

Macacus rhesus 856, inoculé le 25 mai sans succés avec le sang du Sini- 
cus 609; est réinoculé le 4 juin avec le méme sang, au moment d'une rechute. 
Nombreux parasites dés le 9; mort Je 12, de son infection. 


MALADIE EXPERIMENTALE DES SINGES 


Nous avons inoculé le Plasmodium recueilli sur un Macacus 
cynomolgus & toutes les espéces simiesques que nous avons 
eues a notre disposition, et réussi dix-sept passages. Le virus a 
alors été abandonné. 

L’infection de beaucoup d’espéces ou variétés de singes est 
possible. Nous avons infecté les macaques : M. cynomolgus, 
sinicus, rhesus, nemestrinus ; les cercopithéques : C. callitrichus, 
patas, cephus; le cynocéphale : Papio anubis. 

Vingt-cing singes d’espéces sensibles au Plasmodium ont 6té 
infectés par voie intramusculaire ou sous-cutanée. Nous ne 


ee 
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tenons compte en ce moment, ni du Sinicus 90, mort six jours 
aprés l’inoculation sans avoir présenté de parasites dans le sang, 
ni du Cynomolqus 847 ayant recu préventivement de la quinine. 
2 Cynomolgus réinoculés figurent chacun deux fois sur notre 
tableau récapitulatif. 


PASSAGES EN SERIES DE SINGE A SINGE 
(TABLEAU RECAPITULATIP.) 


Cynomolgus (inf. naturelle). 


PassaGE I. 
Sinicus 91 
PassaGE IT. Y 
Sinicus 16 
Vf 
PassaGE III. Y Y Y 
Papio anubis 81 Cynomolgus 46 > Cercocebus fuliginosus 65 =0 
\6 
Passace IV. 5 ape eins Siem AS Cas ie, Ne Sai Ce TE 
Sinicus 90 Sinicus 94 Maki = 0 
as 
PASSAGE V. a Y Y 
Cynomolgus 118 Cynomolgus 99 Rhesus 100 
| Yi 
y Cynomolqus 13 =0 
Passace VI. vy Y Y 7 
Cercocebus fuliginosus 65=0 Cynomodgus 1000 Ouistitimsans résultat Rhesus 98 
x 
PassaGE VII. Y — ¥ \f 
Cynomolgus 332 Cercop. patas 38 Cercop. patas 10 
v | 
Passace VIII. Varo = tl Sars a ON, Mf 
Cercop. cephus Cynomolgus 41 Chimpanzé=0 


U 


PassaGe IX. 
Cercop. callitrichus 


PASSAGE X. Y 
Cynomolgus 306 
vv 
PASsaGE XI. Y Y 
Cynomolgus 818 =0 (quin. prév.) Cynomolgus 819 
th 


Vf 
PassacE XII. CTS 7 
Nemestrinus Chimpanzé = 0 
Y 
PassaGe XIII. Y Y 
Cynomolgus 818 Cynomolgus 13 
PassacE XIV. Y 
Rhesus 2 
PassaGe XV. Y 
Cynomolgus 69 
PassaGEe XVI. ; Y 
Sinicus 609 
VC 


PassaGE XVII. Y ; Y : 
Cynomolgus 847=0 (quin. prév.) Rhesus 856 
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Les 14 M. cynomolgus traités ont réagi; deux d’entre eux ne 
se sont infectés qu’a la seconde inoculation, et avec la durée 
ordinaire d’incubation, la premiere injection ayant pourtant été 
faite dans des conditions en apparence identiques a toutes les 
autres. 

Aucun échec n'a été relevé avec 4 Macacus rhesus, 1 M. nemes- 
trinus, 4M. sinicus. 

Les Cercopithéques sont au moins aussi sensibles que les 
macaques. L’infection a été de régle absolue. 4 animaux ont 
6t6 en expérience : 1 Cercopithecus callitrichus, 1 C. cephus, 
2 C. patas. Le passage facile du virus dun macaque & un singe 
d’une autre famille des Catarrhiniens est intéressant a noter. 
Constatation identique avait déja été faite par Martin Mayer, 
puis par Flu avec leur P/. eynomolq:. 

La méme réflexion s’impose a propos du cynocéphale, dont 
infection a été réalisée trés facilement. Le Papio anudis est 
sensible au virus du WM. cynomolgus. 

Certains singes se sont montrés réfractaires & notre Plasmo- 
dium. Deux chimpanzés ne se sont pas infectés méme aprés 
inoculation chez lun d’eux de la dose relativement trés élevée de 
5 cent. cubes de sang d’un singe i hématozoaires trés nombreux. 
IL en a été de méme du Cercocebus fuliginosus inoculé & trois 
reprises avec 0,5 et 1c. c.5 de sang riche en parasites. Dans les 
essais en question, tous les animaux témoins se sont infectés. 

Un lémurien, le Maki de Madagascar, reste également 
indemne. 

L’expérience tentée sur le Ouistiti (Hapale sp.?) ne comporte 
pas d'interprétation. L’animal est mort le septiéme jour, sans 
présenter d’hématozoaires dans le sang; on ne peut affirmer 
qu'il n’en présenterait pas aprés une incubation plus longue. 

Comme exemple de singes insensibles 4 un Plasmodium de 
macaques, nous n/avions jusqw’ici que lOrang-Outang auquel 
Halberstaedter et Provazek n ont pas réussia inoculer leur P/as- 
modiune int. 

L’action pathogene de notre Plasmodiwn est indiscutable. 
La mort dela majeure partie des singes que nous avons infectés 
peut étre attribuée & Vhématozoaire en question. L’infection 
n’évolue cependant pas de facon identique. Tout en reconnais- 
sant que les intermédiaires peuvent exister, nous décrirons 
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deux formes de la maladie expérimentale, une forme aigue el 
une forme chronique. 

Forme aicue. —C’est la plus fréquente. Nous lavons observée 
seize fois sur vingt-cinq. 

Quelle que soit la voie d’inoculation, la période d’incubation 
est courte. Elle ne dépasse pas neuf jours; elle peut n’étre que 
de quatre jours. Le relevé de nos observations donne comme 
durée de Vincubation : 4 jours (2 fois), 5 jours (4), 6 jours (4), 
7 jours (4), 8 jours (1), 9 jours (1 fois). 

Les hématozoaires, apparaissant dans le sang périphérique, 
augmentent trés rapidement, et deviennent extrémemenat nom- 
breux. La moitié des globules rouges peut étre envahie. Beau- 
coup d’hématies renferment deux ou méme trois parasites. 

Le singe subitement devient triste et abattu. Il ne mange 
plus, sans présenter aucun autre trouble digestif; en particu- 
lier, iln’a pas de diarrhée. Chez un Cercopithecus callitrichus, 
nous avons noté de Vhémoglobinurie; chez un Macacus rhesus, 
de Vhématurie. 

La mort survient en moyenne dix jours aprés l’inoculation 
virulente, jamais aprés 18 jours. Nous avons noté des chiffres 
de 8 jours (4 fois), 9 (4 fois), 10 (3 fois), 14 (2 fois), 13 (1 fois), 
1% (2 fois), 15 (4 fois), 18 (1 fois). 

La durée réelle de la maladie, de Vapparition des parasites 
dans le sang au décés, est extrémement courte. Elle n’a jamais 
dépassé dix jours. Chez le M. cynomolgus 13, les Cercopithecus 
patas 10 et 38, le M. sinicus 91, elle a été de trois & quatre jours; 
elle est d’ordinaire de cing & six jours. Il semble que les ani- 
maux soient enlevés par un yéritable accés pernicieux algide 
analogue a celui de Vhomme. 

L’examen du sang 4 la période agonique, qui est d’ailleurs 
trés courte, corrobore ces vues. Il y a envahissement d'un 
nombre tel d’hématies que la vie nest plus possible. On trouve 
alors uniquement de tout jeunes schizontes, provenant de la 
rupture de rosaces d’une méme génération. 

A l’autopsie, on constate que lhypertrophie du foie ou de la 
rate n’est pas toujours appréciable; mais ces organes sont 
ardoisés ou méme noirs. Le poumon est souvent décoloré. Les 
frottis de foie, de rate ou de poumons montrent une infiltration 
pigmentaire abondante. Le pigment est en amas libre ou est 
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contenu 2 Vintérieur de grands mononvcléaires et de cellules 
épithéliales. Le sang du cceur est pale et fluide. Quand le corps 
est ouvert peu aprés la mort, ce sang contient des hématies 
parasilées en tres grande abondance. Les globules rouges des 
capillaires du cerveau sont parfois également bourrés d’héma- 
tozoaires. On trouve aussi les Plasmodium sur les frottis des 
divers organes et de la moelle osseuse. L’animal, enlevé avec 
une telle brusquerie par linfection, n’a pas perdu de poids. Le 
tissu adipeux est abondant. 

La forme aigué de la maladie expérimentale frappe toutes 
les especes simiesques sensibles. Nous l’avons constatée chez 7 
des 11 Macacus cynomolgus, 2 des 4M. sinicus, 3 des 4M. rhesus, 
les 2 Cercopithecus patas, le Cercopithecus callitrichus et le 
Papio anubis. 

La virulence du Plasmodium wa été ni augmentée ni dimi- 
nuée au cours des dix-sept passages que nous,avons réussis. 

Forme curonigue. — C’est vraisemblablement de cette forme 
qu était atteint le M. cynomolgus, sur lequel notre Plasmodium 
fut observé pour la premiére fois le 24 janvier 1912. 

Dans certaines conditions, absolument indéterminées, mais 
qui ne dépendent ni de l’espéce du singe, ni de lage, ni de la 
voie d'inoculation ou de la quantité de virus inoculée, la maladie 
expérimentale, au lieu d’enlever en quelques jours l’animal, 
affecte une marche chronique. Elle évolue par rechutes succes- 
sives, séparées par des périodes de durées variables. 

L’infection a revétu la forme chronique chez 9 des 24 animaux 
suivis :4 M. cynomolgus, 2 M. sinicus, 1 M. rhesus, 1 M.nemes- 
trinus, 1 Cercopithecus cephus. 

L’incubation n’est pas sensiblement plus longue ‘que dans 
la forme aigué: le M. sinicus 94 par exemple a été trouvé por- 
teur d’hématozoaires le cinquiéme jour. La durée moyenne a 
élé de sept jours et demi. L’incubation Ja plus longue a été de 
onze jours. 

La forme chronique est caractérisée par la disparition & cer- 
tains moments des hématozoaires du sang. Ceux-ci, trés rares 
au début, augmentent pendant quelques jours sans jamais 
devenir trés nombreux ni méme nombreux, puis, brusquement 
ou apres une période de diminution progressive, disparaissent 
de la circulation périphérique. La crise est souvent d’une 
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semaine. Elle peut atteindre un mois. La rechute a lieu avec 
réapparition des Plasmodium en nombre égal ou un peu infé- 
rieur a celui de la premiére fois. 

Le nombre des rechutes est limité. Il n’y en a généralement 
que deux, exceptionnellement trois. L’infection sanguine s’at- 
ténue progressivement. 

Le singe, durant les cinq ou six premiéres semaines, ne 
parait nullement souffrir de son parasitisme. Plus tard, il 
devient indolent et taciturne. Il ne mange plus. Il a parfois de 
la diarrhée. [I] maigrit. Nous n’avons jamais observé ni héma- 
turie ni hémoglobinurie. 

La température de l’animal ne parait pas trés influencée par 
la présence dans le sang du Plasmodium. Les ascensions qu’il 
détermine sont en général trés faibles. C’est exceptionnellement 
que nous avons noté 39°4 chez le Macacus sinicus 94, les héma- 
tozoaires étant alors nombreux. 

Chez le M. cynomolgus 46, le seul singe chez lequel la tempé- 
rature a été prise régulitrement pendant toute la maladie 
expérimentale, il n’y eut & aucun moment de fiévre véritable. 
La courbe s’est maintenue assez réguliérement entre 36°8 et 
37°1. De faibles oscillations thermiques ont été seules notées 
les 23 et 24 février (37°8 et 37°6), coincidant avec l’apparition 
des Plasmodium dans la circulation périphérique, les 27 et 
28 février (37°8 et 37°), les 1°° et 3 mars (37°5). 

On sait que les autres Plasmodium de singes, & l'exception 
du Plasmodium voisin de Pl. Kochi décrit par Martoglio, Stella 
et Carpano chez Cercopithecus sabeus, évoluent sans réaction 
thermique. C. Mathis et M. Leger, qui ont pris régulicrement 
des mois entiers la température de leurs singes infectés, n’ont 
observé quelques ascensions thermiques que durant les pre- 
miéres semaines de la maladie, sans noter aucune périodicité, et 
sans qu’il y ait corrélation entre le degré thermométrique et le 
nombre des parasites dans le sang périphérique. 

Tous nos singes, sauf un, chez lesquels la maladie expéri- 
mentale revétait la forme chronique, ont succombé au bout 
dun temps plus ou moins long. Au moment de la mort, il n’y a 
plus de parasites dans le sang depuis des temps variables et la 
mort doit sans doute étre attribuée a d’autres causes. 

Dans nos expériences, la terminaison fatale est suryenue au 
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hout de 64, 67, 73, 82, 87, 167, 228 jours. Le Macacus rhésus 25 
est mort le 25° jour, peut-étre des suites d’une intoxication 
quinique. Un animal infecté est encore en vie au bout de 
9 mois : le Macacus sinicus 609, du seiziéme passage. Il n’est 
peut-étre pas guéri. En effet, le WM. senicus 94, qui a survécu 
228 jours, ne montra pas de parasites dans son sang périphérique 
durant les six derniers mois de son existence : un singe inoculé 
avec le sang de son ceeur prélevé & l’autopsie, contracta pourtant 
une maladie & forme aigué (M. rhesus 100) ; d’ailleurs des P/as- 
modium en tres petit nombre furent décelés sur les frottis de rate 
et de moelle osseuse. Le WM. nemestrinus n’a montré & la mort, 
survenue a la suite d’une splénectomie, aucun parasite. 

Les lésions trouvées & l'autopsie des singes morts de maladie 
chronique ne présentent rien de bien spécial, sinon linfiltration 
pigmentaire des organes. Le foie et la rate ne sont que peu 
hypertrophiés. Les parasiles ne sont rencontrés qu’a titre d’ex- 
ception dans les frottis du sang du cur, sur les frottis des 
organes et dans les capillaires du cerveau. 


Le Plasmodium étudié & VInstitut Pasteur est nettement 
pathogéne: infection est sévére, et, dans la trés grande majorité 
des cas, sinon toujours, mortelle. 

Ce caractére distingue done notre hématozoaire de tous les 
Plasmodium de singe étudiés jusqu’a ce jour, & l’exception de 
celui que viennent de décrire Blanchard et Langeron, et que 
ces savants expérimentateurs identifient a P/. cynomolgi Mayer. 

Le Plasmodium Kochi winflue en rien sur l'état général de 
Vanimal. 

Les orangs-outangs de Halberstaedter et Prowazek, porteurs 
de Plasmodium pitheci, n’ étaient pas malades. 

Le Plasmodium brasilianum de Gonder et Berenberg-Gossler 
a été trouvé chez un singe transporté en Allemagne depuis 
longtemps et ne paraissant nullement souftrant. 

Halberstaedter et Prowazek ont insisté sur l’absence de phé- 
noménes morbides déterminés par leur Plasmodium inui. Martin 
Mayer a fait des constatations identiques. Le Cynomolgus du 
Jardin Zoologique de Hambourg parasité par Plasmodium eyno- 
molgi jouissait d’une bonne santé. Les divers macaques et 
cercopitheques inoculés avec ce virus par Mayer ou par Flu 
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sanémiaient parfois, mais guérissaient et étaient réinfectables. 

L’hématozoaire que C. Mathis et M. Leger ont rencontré chez 
les singes du Tonkin (Macacus rhesus et M. lasiotis tcheliensis) 
et qwils rapportent a P/. mut n’était pas non plus pathogéne. 
Des singes, trouvés naturellement parasités (5 sur 40 animaux 
examinés), ont été suivis pendant deux ans. L’infection ne se 
traduit par aucun symptome. La vivacité de ’animal n'est pas 
affaiblie et il n’y a aucune modification dans ses allures. Les 
parasites, dont le nombre varie d’un jour & l'autre, persistent 
longtemps, mais l’infection s’atténue progressivement. Les six 
macaques que C, Mathis et M. Leger ont inoculés avec leur virus 
ont tous présenté une maladie de longue durée (plus d’un an) 
mais bénigne. 

Depuis que nous avons signalé en juillet 1912, dans notre 
note a la Société de Biologie, Vaction pathogene du Plasmo- 
dium que nous étudiions, Blanchard et Langeron ont fait 
paraitre (avril 1913) une étude, trés bien illustrée, sur un P/as- 
modium de macaques, analogue au notre, dont Vinoculation a 
un animal de méme espéce détermine une infection suraigué. 

Chez un Macacus cynomolgus, acheté a Paris, Blanchard et 
Langeron ont décelé un hématozoaire endoglobulaire pigmenté 
qui, inoculé & deux macaques, entraina rapidement la mort de 
Yun d’eux en douze jours; le second n’eut gu’une infection 
bénigne « en quelque sorte latente », et survécut plus de hait 
mois. 

Chez le premier de ces singes, les parasites apparurent dans 
le sang aprés cing jours @incubation; ils augmentérent progres- 
sivement de nombre, et, dans les derniers jours, il y eut une 
« véritable explosion de petites formes annulaires ». L’animal 
mourut en hypothermie d’un véritable acces pernicieux, dont la 
genese serait identique & ce que l'on observe chez homme. 
Les organes, et en particulier la rate, contenaient un nombre 
« prodigieux d’hématozoaires. Les hématies envahies dépourvues 
de leur hémoglobine ne peuvent plus remplir leur réle respi- 
ratoire et, en outre, au moment de la mise en liberté des méro- 
zoites, elles déversent & Ja fois une grande quantité de toxines 
dans tous les points de Porganisme ». 

Pour expliquer la bénignité de linfection déterminée chez le 
deuxiéme singe, Blanchard et Langeron pensent avoir eu aflaire 
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i un animal devenu résistant au virus par une atteinte anté- 
rieure en son pays d’origine. 

Le fait est possible. Notre Macacus sinicus 94 du quatriéme 
passage, ne présentant pas de parasites depuis quatre, puis seize 
semaines, fut & deux reprises réinoculé avec du sang richement 
infecté sans présenter une poussée nouvelle de Plasmodium. Ce 
singe n’était pourtant pas guéri, comme le montre la lecture de 
son observation. Dans tous les cas, il est nécessaire d’admettre 
qu'il y a des premieres infections assez bénignes pour permettre 
la survie de animal. 

L’action pathogéne du Plasmodium, que nous avons observée 
et quia été également constatée par Blanchard et Langeron, 
est-elle due & une diminution de résistance des animaux vivant 
en cage sous un climat auquel ils ne sont pas adaptés? 

Nous ne le pensons pas, car Halbersteedter et Mayer par 
exemple ont étudié leurs hématozoaires non pathogénes a 
Hambourg ot la température est encore plus basse qu’a Paris. 
D’ailleurs Ja maladie expérimentale n’a pas évolué chez nos 
singes dans les différents passages plus rapidement en hiver 
quen été. 

Existe-t-il un renforcement de virulence de l’hématozoaire 
seulement dans les pays froids, et chez les singes n’ayant pas 
été infectés au préalable dans leur pays d’origine ? La virulence 
du Plasmodium serait-elle normale dans les pays chauds chez 
certains animaux et a-t-elle simplement échappé aux obserya- 
teurs? Nous penchons vers la premiére de ces hypothéses. 


ESSAIS DE TRANSMISSION 
A DES ANIMAUX AUTRES QUE LES SINGES 


Nous avons déja mentionné le cas des Lémuriens qui, bien 
que voisins des Primates, ne sont pas infectables par le Plasmo- 
dium. 

Nos essais avec divers autres animaux ont été infructueux, 
comme l’avaient été ceux de différents auteurs qui ont expéri- 
menté avec les Plasmodium de singes. 

Nous avons suiyi avec beaucoup d’attention, durant des temps 
jamais inférieurs & vingt jours, des cobayes, des rats, des souris 
blanches, des lapins, des paddas, des grenouilles, qui avaient 
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recu des doses forles de sang infecté. Jamais nous n’avons 
décelé le moindre parasite. 


ACTION DE LA QUININE SUR L’INFECTION A PLASMODIUM 


Il nous a paru intéressant de rechercher l’action des sels de 
quinine, spécifiques du paludisme humain, sur le développe- 
ment et Pévolution du Plasmodium du singe. 


QuiININE A TITRE PREVENTIF. —- Deux expériences ont été faites. 


Les Macacus cynomolgus 818 el 847recoivent tous deux, au moment de l’ino- 
culation dun sang trés parasité, et dans la cuisse opposée a celle qui sert A 
lintroduction du virus, une injection de chlorhydrate neutre de quinine : 
7 centigrammes du sel pour le n° 818, pesant $00 grammes, et 12 centigr. 5 
pour le n° 847 du poids de 1 kil. 300. 

Trés soigneusement examiné chaque jour pendant trois semaines, le Cyno- 
molgus 818 ne présente jamais dans la circulation périphérique aucun Plas- 
modium. L’incubation de la maladie ne dépasse jamais, nous l’avons vu, onze 
jours. Le macaque doit étre considéré comme n’ayant pas réagi. Un singe de 
méme espéce, inoculé comme témoin, contracte une infection rapidement 
mortelle. Le Cynomolqus 818 nest pourtant pas naturellement réfractaire : 
une nouvelle inoculation du virus détermina l’apparition du Plasmodium dans 
le sang dés le septiéme jour. 

Le Cynomolgus 847, injecté préventivement avec la quinine le 5 mars et 
suivi vingt jours, ne présente jamais lui non plus de parasites. Mais il meurt 
prématurément, suivant toute vraisemblance d’ankylostomiase, peut-étre 
@intoxication médicamenteuse, et sa sensibilité au virus ne peut étre 
éprouyée. 

Dans ces deux expériences, l’action préventive de la quinine, 
a fortes doses, dans V’infection par le Plasmodium, nous parail 


non douteuse. 

QuININE A TITRE CURATIF. — La quinine administrée a, titre 
curatif nous a paru au contraire d'une réelle inefficacité. Trois 
expériences ont été faites. 


Exe. {. — Un Cercopithecus patas, pesant environ 3 kilogrammes, est inoculé 
le 12 aovit 1912, et présente le 19 de trés nombreux parasifes. On lui injecte 
dans les muscles de la cuisse 45 centigrammes de chlorhydrate neulre de 
quinine. L’examen, pratiqué deux heures et demie aprés, ne montre aucune 
modification ni dans le nombre, ni dans la morphologie des hématozoaires. 
Le lendemain matin, les parasites ont encore augmenté. 

On pratique alors une nouvelle injection de 43 centigrammes de quinine: 
les examens successifs faits dheure en heure montrent quelle n’a pas plus 
d’effet que la premiére. 

Le soir, on tente une injection intraveineuse du médicament. L’animal 
meurt pendant Vopération. 

63 
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On peut assurer que l'animal arrivé au degré de parasitisme 
constaté ne pouvait survivre quun nombre. limité d’heures. 
La quinine n’a eu aucune action sur le parasite. 

Exe. Il. — Le Macacus cynomolgus 332, pesant 0 kilog. 750, et montrant des 
parasiles assez nombreux le 19 aout, regoit le 20 une injection intramuscu- 
laire de 15 centigrammes de chlorhydrate neutre de quinine. Moins d’une 
demi-heure aprés, animal présente des signes d intoxication quinique : ver- 
tiges, éLourdissements, el succombe Je lendemain soir. Le nombre des Plas 
modium n’a jamais diminué. 


Dans cette expérience, les hématozoaires n'ont été nullement 
influencés par le médicament. 

Exe. I]. — Le Macacus rhesus 100, pesant 2 kilogr. 600, inoculé le 6 décembre 
1912, et montrant des parasites assez nombreux le 18, recoit ce jour-la une 
injection intramusculaire de 45 centigrammes de chlorhydrate de quinine. 
Les parasites restent assez nombreux les 19 et 20, sont rares le 21, et dispa- 
raissent du 23 au 26. On en revoit le 27, puis jusqu’a la mort de Vanimal, le 
31 décembre. 


Il est difficile de préciser sil vy a eu action de la quinine ou 
simplement évolution normale de la maladie. Nous inclinons 
& croire que la disparition des hématozoaires n’a pas été sous 
la dépendance de Vinjection médicamenteuse, mais que, la 
maladie du Macacus rhesus revétani une allure chronique, nous 
avons assisté & une crise analogue a celles que nous avons 
appris a connaitre. Les parasites ont d’ailleurs réapparu pour 
persister jusqu’a la mort. 

Linfection & Plasmodium west nullement influencée par 
la quinine, et pourtant les doses injectées (15 & 20 centi- 
grammes par.kilogramme) sont excessivement élevées. Elles 
correspondraient, chez un homme du poids de 65 kilogrammes, 
a une dose de 14 & 12 grammes. Ces doses sont toxiques pour 
le singe comme elles le seraient pour Vhomme. Elles semblent 
pourtant, la remarque est & faire, plus toxiques pour les singes 
porteurs d’hématozoaires que pour ceux traités a titre pré- 
ventif. 

Nos résultats different done totalement de ceux publiés par 
Gonder et Rodenwaldt. I est vrai que les expériences de ceux- 
ci ont été entreprises dans des conditions absolument dissem- 
blables des nétres et avec un Plasmodium différent. 

Sur des Cercocebus fuliginosus infectés par Plasmodium Kochi 
et dont la rate avait été enlevée, Gonder et Rodenwaldt ont 
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constaté que la quinine agissait sans conteste sur l'infection san- 
guine. En donnant a intervalles rapprochés des doses faibles du 
médicament, ils sont méme arrivés & des guérisons completes. 


INFLUENCE DE LA SPLENECTOMIE SUR L’EVOLUTION 
DU PLASMODIUM 


Les auteurs ne sont pas d’accord sur les effets de l’extirpation 
de la rate au cours des infections dues a des protozoaires san- 
euicoles. L’organe splénique joue-t-il un role actif dans la 
défense de l’organisme, ou au contraire sert-il en quelque sorte 
de repaire aux hématozoaires pathogénes ? 

Dans la fievre récurrente, Metchnikoff (1) et Soudakevitch (2) 
sont d’avis que la destruction des spirilles se passe exclusive- 
ment dans la rate. Aussi, chez les sujets splénectomisés, la 
maladie doit-elle étre rapidement mortelle. En effet, deux singes 
dératés inoculés par Soudakevitch moururent en peu de jours 
de spirillose aigué, tandis que les témoins présentérent des 
infections bénignes. Pour Ticline (3), au contraire, l’extirpa- 
tion de la rate reste sans effet. 

Si Bradford et Plimmer (4), Sauerbeck (5) ont observé une 
évolution plus rapide du Nagana chez les animaux auxquels la 
rate est enlevée, il résulte par contre des expériences de Lave- 
ran et Mesnil (6), Laveran et Thiroux (7), Massaglia (8), que la 
splénectomie n’entraine pas de modification sensible dans l’évo- 
lution des ¢rypanosomiases animales. 

Dans le paludisme, Laveran (9) pense que la rate n’a aucun 
role de défense. « Les hématozoaires peuvent y vivre pendant 
longtemps a l'état latent. » L'extirpation de Porgane n’ augmen- 
terait pas la gravité de Vinfection. Elle la diminuerait plutot 
et Jonnesco a pu proposer la splénectomie comme traitement 
) Mercanikorr, Annales de l'Institut Pasteur, 1890. 

) SoupakevitcH, Annales de Institut Pasteur, 1892, p. 545. 
) 
) 


Tricine, Revue médicale de Moscou, 1894, t. X, p. 4. 
Braprorp et Piimuen, Qual. J. of mier. Se., 1902, t. XLV. 


(8) Massacuia, Au sujet du role de la rate dans les trypanosomiases. Comptes 
rendus de U Acad. des sciences, 1907, p. 572. 
(9) Laveran, Traité du Paludisme, 2° édit., 1907, p. 396. 


976 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


préventif de lacachexie palustre. De son coté, Hartmann (1)note 
que l’enlévement de la rate ne met pas les malades a l’abri des 
rechutes de paludisme. 

Chez un chien infecté avec Piroplasma canis, dans le sang 
duquel les parasites ne se retrouvaient plus depuis déja quelque 
temps, Gonder et Rodenwaldt (2) ont vu l’extirpation de la rate 
suivie d’une réapparition de longue durée des hématozoaires. 
Les expériences de Ciuca (3) n’ont pas confirmé celles des auteurs 
allemands. Lorsque la maladie est a l’6tat chronique, la splénec- 
tomie dans la majorité des cas n’entraine pas la réapparition 
des piroplasmes dans la circulation. Lorsque celle-ci se pro- 
duit, elle est insignifiante, et comme nombre et comme durée, et 
peut étre due au choc opératoire. 

Nous avons recherché les effets de la splénectomie sur des 
singes infectés depuis des temps variables par le Plasmodium. 

Des recherches identiques ont déja été faites par Berenberg- 
Gossler et par Gonder et Rodenwaldt (2). 

Le premier a pu enlever la rate & un Cercocebus au déclin de 
son infection par Plasmodium Kochi et amener une poussée 
durable de parasites dans la circulation périphérique. 

Les seconds, apres splénectomie, ont vu le Plasmodium Kochi 
qui était a P’état latent, pulluler dans le sang d'un Cercocebus 
fuliginosus et y persister durant des mois. 

Berenberg-Gossler, comme Gonder et Rodenwaldt, ont vu 
chez leurs singes dératés des formes parasitaires dégénérées. 

Les intéressants trayaux de Xavier Bouniol sur la splénec- 
tomie de singes infectés par Plasmodium cynomolgi ont été 
reconstitués, aprés la mort du jeune expérimentateur, par 
Blanchard et Langeron. 

Lextirpation de la rate a été pratiquée chez deux macaques. 

L’un, moculéle 1 avril 1914, présenta une maladie chronique. 
Il n’avait vraisemblablement pas de parasites depuis plusieurs 
mois quand il fut splénectomisé en octobre 1911. A la suite de 
lopération, les parasites pullulérent dans le sang et l'animal 
mourut le mois suivant d'un « accés de paludisme aigu ». 

1) Hartmann, Chirurgie de la rate. Presse Médicale, 1911, n°. 78, p. 769. 
2)-Gonper. et Ropenwatpr, Cenfr. f. Bakt. I. Orig., 1910, t. LIV, p. 236. 


(/ 
(5) Cruca, Recherches sur l’influence de la splénectomie totale. sur l’éyolu- 
tion de la piroplasmose canine. Bull. Soc. Pathologie ewotique, 1912, t. V, p. 142. 
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Le second macaque fut dératé avant de servir aux expériences. 
Inoculé a la mi-juillet 1914, les hématozoaires apparurent dans 
le sang une douzaine de jours plus tard et augmentérent pro- 
gressivement de nombre. Au début du mois d’aott, il y eut une 
poussée de jeunes schizontes et de gamétes. L’observation 
devient alors lacunaire, pendant plusieurs semaines, par suite 
de la maladie de Bouniol. De la fin de septembre au commen- 
cement de novembre, les Plasmodium furent trouvés de facon 
constante et toujours en nombre assez élevé. Le macaque 
mourut dans le courant de novembre, quatre mois aprés |'ino- 
culation. La maladie ne revélit done pas une allure aigué. 

Des modifications intéressantes dans la morphologie du P/as- 
modium ont été notées par Bouniol chez les animaux splénec- 
tomisés. Beaucoup de schizonles sont extrémement amiboides. 
Il ya souvent un étirement curieux de la masse nucléaire avec 
formation de filaments chromatiques ondulés. I] y aurail aussi 
augmentation du nombre des mérozoites dans les parasites 


< 


arrivés & maturité. Nous donnons ci-dessous les trois obser- 
vations que nous avons relevées. 


Oss. I. — Le Macacus cynomolgus 99, inoculé le 25 mai, apres une incuba_ 
tion de neuf jours est trouvé porteur dhématozoaires. Ceux-ci ne se mon- 
trent jamais trés nombreux, et la maladie présente une série de rechutes. 
L’animal n’a éu aucun parasite du 11 au 16 juillet. Les hématozoaires réap- 
paraissent les 17 et 18. 

L’animal est alors splénectomisé. L’opération ne comporte aucune com- 
plication. Les Plasmodium augmentent en quantité de facon réguliére jus- 
qu’au 41°" aout. Ils diminuent ensuite pour disparaitre du 13 au 20 aout, jour 
de la mort. 

Oss. Il. — Le Cercopithecus cephus, inoculé le 19 aout, montre déja d’assez 
nombreux parasites le 27. Ceux-ci restent nombreux jusqu’au 2 septembre, 
puis deviennent rares et intermittents jusqu’au 1°° octobre. On en rencontre 
quelques-uns du 7 au 12 de ce mois. 

La splénectomie est pratiquée le 25 octobre. Les Plasmodium réapparaissent 
le 28 et augmentent en nombre jusqu’au 1°* novembre. Le singe meurt ce 
jour-la. L’autopsie permet de découvrir une poche purulente au niveau de 
lemplacement de la rate. La péritonite doit étre considérée comme cause de 
la mort. . 

Oss. Ill. — Le Macacus nemestrinus, inoculé le 4 décembre et infecté le 14, 
présente des parasites constamment et en nombre toujours restreint jusqu’au 
8 janvier, puis de facon irréguliére et en trés petit nombre jusqu’au 19 février. 
Les examens ultérieurs restent alors négatifs jusqu’au 9 mai. 

La splénectomie est alors pratiquée. Le singe survit neuf jours, durant 
lesquels, A aucun moment, on ne rencontre de Plasmodium dans la circula- 
tion périphérique. La cause de la mort parait imputable a une infection post- 
opératoire. : 
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L'interprétation de ces expériences, dont le nombre n’est pas 
encore suffisant, préte a discussion. 

Dans le premier cas, la splénectomie pratiquée le troisiéme 
jour d’une rechute n’a pas eu d'action directe sur celle-ci. Les 
parasites ont continué & augmenter progressivement, ayant 
de diminuer et de disparaitre. Le seul caractére un peu spécial, 
présenté par cette rechute, a été une longueur inaccoutumée. 

Chez le second animal en expérience, l’opération a provoqueé, 
trois jours apres, lapparition en grand nombre des parasites 
dans le sang. Dans les rechutes ordinaires, l’infection est tou- 
jours plus discréte. Mais il est difficile de dire le role qu’a joué, 
en affaiblissant Porganisme, la péritonite qui devait d’ailleurs 
enlever le cercopithéque (Cf. Ciuca). 

Enfin la splénectomie chez le M. nemestrinus, opéré cing 
mois environ apres Vinfection, parait avoir été de nul effet. 
Les parasites n’ont pas réapparu dans la circulation périphé- 
rique. I] n’en est pas non plus trouvé a l’autopsie dans le sang 
du coeur et sur les frottis d’organes. Ils avaient peut-étre com- 
plétement disparu. 

Jamais, dans les divers examens de sang des deux premiers 
singes apres la splénectomie, nous n’avons observé de modifi- 
cations morphologiques du Plasmodium ni de différences dans 
Ix multiplication schizogonique de la masse nucléaire. 


ESSAI DE CULTURE DU PLASMODIUM DES SINGES 


Kn 1912, C. Bass (1) a annoncé avoir obtenu zm vitro non 
seulement le développement complet d'une génération d’héma- 
tozoaires du paludisme, mais encore de vérilables cultures en 
série. Il se sert de sang parasité simplement dextrosé et 
défibriné. Les repiquages réussissent quand les parasites sont 
transportés dans des milieux sanguins privés de leucocytes, 
fabriqués avec du sérum humain auquel on ajoute des 
hématies fraiches. La température oplima est dans les environs 
de 40 degrés. 

Peu apres, en collaboration avec Johns (2), Bass a publié les 


(1) C. Bass, Successful cultivation of Malarial Plasmodia. J. of Amer. med. 
Assoc., 1912, t. LIX, p. 936. 
(2) C. Bass et F. M. Jonns, J. of exper. Med., 1912, t. XVI, p. 567. 
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résultats positifs obtenus dans 29 cas de Plasmodium: precox, 
6 cas de Pl. vivax, 1 cas de Pl. malarie. 

Thomson et Mac Lellan (1), Lavinder (2), Ziemann (3) ont 
confirmé les dires de Bass en se servant de sa technique. Sin- 
ton (4) au contraire n’aurait pas obtenu une vraie culture de 
Vhématozoaire. 

Dans une premiére expérience, nous nous sommes stricte- 
ment conformés aux indications données par Bass dans son 
-procédé pour une génération, 

Les résultats sont nuls. Durant plusieurs jours, il est possible 
de mettre en évidence dans les hématies des parasites de petite 
taille, arrondis, & pigment assez abondant, mais jamais des 
hématozoaires en état de segmentation complete ou méme 
avancée. A notre sens, les petites formes apercues résultent de 
la contraction de schizontes adolescents ou adultes au stade 
initial de la division nucléaire, schizontes qui se trouvaient 
dans le sang du singe au moment du prélévement. 

Les hématozoaires persistent avec les mémes caracteres pen- 
dant cing jours, le nombre en diminuant progressivement et 
la coloration devenant de plus en plus difficile. 

Le Plasmodium du singe dans le milieu de Bass a done 
montré une tendance manifeste a se condenser autour de son 
noyau, mais non a se développer. 

Un second essai de culture est tenté. Les tubes de sang para- 
sité, défibriné et dextrosé, sont placés les uns & 40 degrés, 
dautres & 37 degrés, d’autres enfin laissés 4 la température du 
laboratoire (22 degrés environ). 

Dans les tubes du premier lot, les hématozoaires se com- 
portent comme dans la premiére expérience. Ils disparaissent 
en cing jours. 

Les phénoménes observés sont de méme ordre avec le sang 
mis 237 degrés, mais les phénoménes sont moins rapides. 

Avec le sang laisséa la température du laboratoire, les résul- 
tats sont plus intéressants. Les Plasmodium sont retrouvés 


(1) Thomson et Mac Lexian, Ann. frop. Med. a. Paras., 1912, décembre, t. V1, 
p. 449. j 

(2) LavinnEr, J. of Am. med. Assoc., 1913, t. LX, p. 42. 

(3) Z BMANN, Deutch. med. Wochens., février 1913, p. 373, et Arch. f. Sch. u. 
Trop. Hyg., t. XVIL, 1913, p. 361. 

(4) Sinton. Ann. trop. Med, a. Paras., 1912, t. VI, p. 371. 


980 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


pendant dix-sept jours, du 4 au 21 février 1913; de plus, ily a 
un certain développement des hématozoaires. 

Le sang, au moment de son prélévement sur l’animal, con- 
tenait un trés grand nombre de schizontes jeunes ou adolescents, 
quelques formes tout & fait au début de la segmentation et, 
exrceptionnellement, des éléments a division & peu prés compléte 
a dix ou douze mérozoites. 

L’examen pratiqué le 10 février, c’est-a-dire six jours aprés 
le début de lexpérience, nous montre au contraire un nombre 
appréciable de rosaces bien nettes & douze mérozoites, quelques- 
unes méme en train de se rompre. Il y a aussi un trés grand 
nombre de schizontes intraglobulaires d’une grande exiguilé, 
tels qu’apparaissent les schizontes qui ont Be peu envahi 
les globules sanguins. 

Il y aurait done eu, 7m vilro, sinon culture, du moins conti- 
nuation de lVévolution du Plasmodium. Pour étre autorisé a 
admettre la véritable culture de Vhématozoaire, il faudrait, par 
des repiquages successifs, continuer 4 produire le développe- 
ment du parasite. Nous l’avons inutilement tenté. Le premier 
repiquage est déa stérile. 

L'interprétation des expériences est, avec le Plasmodium du 
singe, bien plus difficile qu’avec les hématozoaires du palu- 
disme et en particulier Plasmodium vivax. Dans le premier cas, 
il y a toujours un certain nombre de générations coexistantes, a 
des ages divers, tandis que, dans le second, il est souvent possible 
de rencontrer une génération unique de parasites, dont toutes 
les formes sont, & un Moment donné, & un méme stade de déve- 
loppement. 

La question de la culture du Plasmodium du singe est encore 
compliquée par le fait de la conservation facile du parasite, que 
nous avons obseryée, dans le sang lui-méme ou dans l'eau 
citratée. 

Plus de huit heures aprés la mort d'un singe parasité, le 
sang prélevé dans le coeur est encore infectieux, méme & la dose 
de IVa V gouttes (cas du Macacus sinicus 16). 

Le sang citraté mis & la glaciére demeure virulent plusieurs 
jours. Le M. cynomolgus 69 fut inoculé avec succés le 8 tévrier 
avec le sang d’un singe mort cing jours auparavant. 

Dans un autre cas, nous avons, a la glaciére, conservé pendant 


RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR « PLASMODIUM INUI » 981 


un mois du sang citraté contenant des Plasmodium. Des préle- 
vements, opérés tous les deux ou trois jours, nous ont toujours 
montré des hématozoaires prenant bien la coloration. Ajoutons 
cependant que le sang inoculé Je huiti¢me jour & un animal 
sensible ne réussil pas d l’infecter. 


IDENTIFICATION DU PARASITE 


Des quatre espéces connues de Plasmodium des singes, 
Pl. Kochi (Laveran, 1899), P/. pitheci Halberstedter et ‘Pro- 
wazek, 1907), P/. amr (Halb. et Prow., 1907) (auquel nous ratta- 
chons Pl. cynomolgi Mayer) et Pl. brasilianum Gonder et 
Berenberg-Gossler, 1908), c'est a Plasmodium inwi que nous 
identifions hématozoaire de Macacus cynomolgus que nous 
venons détudier. 

Pl. Kochi, nommé par Laveran dans le livre jubilaire du cin- 
quantenaire de la Société de Biologie, avait été vu par Koch 
chez un cercopithéque (C. sabeus) et revu peu aprés par Kossel 
chez un cynocéphale (C. babuinus). L’hématozoaire a été ensuite 
retrouvé par Sergent chez Cercopithecus albogularis, par Gonder 
et Berenberg-Gossler chez des Cercocebus fuliginosus, par 
Plimmer chez des Cercopithecus sabeus de Sierra-Leone et par 
Martoglio, Stella et Garpano chez la méme espéce simiesque des 
hautes régions ,de Ethiopie. Les missions de la maladie du 
sommeil, en particulier les missions anglaises de ’Ouganda, 
ont souvent signalé des Plasmodium chez leurs singes d’expé- 
riences. 

Plasmodium Kochi wa jusqu ici été rencontré que chez des 
singes d'Afrique. Il parasiterait les cercopithéques et les cynocé- 
phales et aussi les Cercocebus, chez lesquels Vinoculation expéri- 
mentale réussit (Berenberg-Gossler). 

L’évolution du parasite se fait entre vingt-quatre et cinquante 
heures. Les schizontes ressemblent & ceux de la tierce bénigne 
de ’homme; laschizogonie est toutefois complite ahuit-quatorze 
mérozoites seulement. La cellule-hdéte n'est pas hypertrophiée. 
Des grains de Schiiffner ont été vus par Gonder et Berenberg- 
Gossler; ils n’ont pu étre décelés que rarement ou pas du tout 
par d’autres observateurs. 

Lihe a figuré un Plasmodium du chimpanzé, découyert par 
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Ziemann, quil a rapporté a P/. Kochi; cette identification 
nous parait au moins douteuse, 

Le Plasmodium pithect a été rencontré par Halberstedter et 
Prowazek chez des orangs-outangs (Sima satyrus) des Indes 
néerlandaises. P. Manson veut rapporter a cette espéce le Plas- 
modium du chimpanzé. 

Les jeunes schizontes rappellent ceux de Ja tropicale. Le 
pigment est & grains gros et rares comme dans la quarte. Le 
cycle schizogonique est de quarante-huit heures, comme dans 
la tierce. L’hématie parasitée, non augmentée de volume, pré- 
sente des granulations rappelant plus celles de Maurer que celles 
de Schaffner par leur irrégularité et leur grosseur inégale. Ces 
eranulations n’existeraient pas, d’aprés Shibayama, chez Je 
Pl, pithect des orangs-outangs du Japon. L’inoculation, posi- 
tive chez Vorang-outang, est négative chez les singes infé- 
rieurs. 

Le Plasmodium brasilianum Wa encore été étudié que par 
Gonder et Berenberg-Gossler chez un Brachyurus calous, origi- 
naire des rives de Amazone, et en Allemagne depuis longtemps. 
L’hématozoaire ressemble beaucoup, morphologiquement, -au 
Plasmodium malarie (quarte) et son évolution sopére en 
soixante-douze heures. Il n’y a ni hypertrophie du globule ni 
granulations de Schiffer. 

Sous le nom de Plasmodium inui, Halberstwdter et Prowazek 
ont décrit en 1907 un hématozoaire pigmenté rencontré dans 
le sang de Macacus cynomolgus et M. nemesirinus. Son évolu- 
tion est de quarante-huit heures. La schizogonie aboutit a la 
formation de 12-16 mérozoites. Les globules parasilés, non 
augmentés de volume, ne possédent pas de granulations de 
Schiffner. 

Presqueen méme temps, Martin Mayer aappelé Pl. cynomolgi 
le parasite qu'il a trouvé & Hambourg chez un Macacus cyno- 
molgus provenant de Java. Le cycle schizogonique est de qua- 
rante-huit heures; il y a 8-13 mérozoites. La morphologie est 
celle du précédent, mais le pigment est a grains gros et peu 
nombreux au lieu d’étre abondant et tres fin. Mayer a réussi & 
mettre en évidence des granulations de Schiiffner. Le Pl, cyno- 
molgr est inoculable aux macaques el aux cercopitheques. 

Dés 1907, Mesnil, d'aprés la description des auteurs et l’exa- 
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men des figures publiées, croit & Videntité de Plasmodium 
inut et de Pl. eynomolgi. 

Berenberg-Gossler en 1909 exprime le méme avis. C. Mathis 
et M. Leger en 1911, & propos de leur parasite de M. rhesus et 
M. lasiotis tchelrensis, soutiennent la méme opinion. 

Blanchard et Langeron admettent au contraire que Plasmo- 
dium cynomolgi Mayer est «une bonne espéce, bien distincte », 
et y raltachent leur bématozoaire de M. cynomolgus. 

Hest indéniable que P/. ini et Pl. cynomolg?, dont le cycle 
évolutif est de durée égale, présentent les plus grandes ressem- 
blances morphologiques : seules la grosseur et l’abondance des 
grains de pigment ne seraient pas les mémes. Mais les granu- 
lations de Schiifner, décelées dans les globules rouges envahis 
par Plasmodiwm cynomolg, wont pas été signalées dans le cas 
du Plinur. 

C’est principalement sur cette allération de la cellule-hote 
parasitée que Blanchard et Langeron s’appuient pour exprimer 
Pavis que la coupure spécilique s'impose. La présence de gra- 
nulations de Schiiffner aurait, 4 leur sens, une valeur systéma- 
lique plus importante que des détails morphologiques tels que 
le nombre des mérozoites, et ils insistent surtout sur le cas du 
Pl. vivax de Vhomme. 

Dans Vinfection par P/. cynomolgi, les granulations de 
SchiiffMer sont constantes d’aprés Blanchard et Langeron, qui 
se sont servis avec avantage du panchrome de Pappenheim. 
« Si on ne les voit pas, c'est quon na pu les colorer par suite 
d’un accident queleconque (ancienneté des frottis, faute de 
technique) ». 

C’est cet « accident » qui a dt arriver, et par intermittence, 
a tous les observateurs qui ont jusqu’a présent coloré les Plas- 
modium de macaques. C'est probablemeut aussi d'ailleurs cet 
accident qui a empéché Halberstedter et Prowazek de mettre 
en évidence des granulations de Schiiffner dans les globules 
rouges dusinge porteur de P/. iwi, et, daprés cette remarque, 
on devrait conclure & Videntité des deux especes, méme en 
supposant la constance des granulations, 

M. Mayer spécifie que les cellules-hétes & granulations de 
Schiiffner ne sont pas chez tous les animaux en nombre toujours 
aussi grand. 7 
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C. Mathis et M. Leger font la remarque que laltération glo- 
bulaire n’est pas toujours décelée. Le nombre considérable de 
frottis quils ont examinés leur a permis de dire que la mise en 
évidence du pointillé caractéristique tient beaucoup au colo- 
rant. Avec le Giemsa, additionné ou non de carbonate de potasse 
et de bleu azur, ils n’ont jamais rien obtenu; avec le Leishman, 
les granulations sont souvent visibles, mais pas toujours, sans 
quils puissent expliquer la cause du succés ou de Vinsuccés. 

Dans les autres esptces de Plasmodium des singes, l’incon- 
stance de l’altération globulaire est également notée. Le P/. 
pitheci décrit par Halberstedter et Prowazek la posséde; le 
Pl. pitheci yu au Japon par Shibayama ne I’a pas. Plasmodium 
Kochi ne comporte d’ordinaire pas de granulations de Schiiffner. 
Gonder et Berenberg-Gossler en ont pourtant décelé chez un 
Cercocebus fuliginosus infecté expérimentalement. 

Dans les infections & Plasmodium de Vhomme, on ne peut 
s'appuyer uniquement sur la présence ou l’absence des granu- 
lations protoplasmiques de la cellule parasitée pour admettre 
trois espéces absolument distinctes dhématozoaires du palu- 
disme. 

Les granulations de Schiiffner coexistent, il est vrai, de facon 
&% peu pres constante avec Plasmodium vivar, mais les mou- 
chetures ou taches de Maurer font souvent défaut dans l’infec- 
tion par P/. precor. Nous avons remarqué que, dans certains 
cas, ces mouchetures se colorent avec la plus grande facilité, 
méme par le simple Giemsa a 1 p. 10, tandis que, dans d’autres 
cas, on a le droit de conclure a leur inexistence, puisque, méme 
par les procédés spéciaux (tel celui de Billet comportant l’addi- 
tion de solution alcaline et la coloration & chaud), on n’arrive 
pas a les déceler. Le méme jour, opérant dans des conditions 
identiques, on a une série de lames d'un malade, qui toutes 
montrent l’altération globulaire, tandis que la série d’un autre 
paludéen, également porteur de Pl. precox, n’en montre pas. 
Bouffard (communication orale) a fait des remarques du méme 
genre. 

N’attachant pas, dans les infections a Plasmodium des singes, 
une importance spécifique & la présence des granulations de 
Schiiffner, laltération globulaire ne dépendant pas uniquement 
du parasite, nous identifions le parasite que nous avons étudié 
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a Plasmodium inui, de méme que nous rattachons a celui-ci 
Plasmodium cynomolgi. Chez nos singes, les granulations de 
Schiiffner étaient inconstantes. Elles n’existaient que dans 
le sang de certains singes et certains jours seulement. Un 
animal splénectomisé en a montré tout particuligrement. 

L’action pathogéne du parasile est trés spéciale, mais n’auto- 
rise cependant pas & créer une espéce nouvelle. 
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OBSERVATIONS SUR L’ICHTHYOSPORIDIUM 
ET SUR LA MALADIE QU’IL PROVOQUE CHEZ LA TRUITE 


par Aucuste PETTIT, eu 
(Avee les planches XIII et XIV.) 


(Travail du laboratoire de M. A. Laveray.) 


AVANT-PROPOS 


Au début de lété de 19410, un pisciculteur francais consta- 
(ail quune mortalité de plus en plus élevée décimait ses éle- 
vages de Truites (S. zredeus Gibbons et S. fonéinalis Mitchill) (1) ; 
alarmé par cette situation, il demanda conseil au secrétaire 
eénéral de la Société d’Aquiculture, le D* J. Pellegrin, qui me 
Vadressa. 

Sans tarder, je me fis envoyer des matériaux d’études. Des 
recherches poursuivies avec A. Laveran (2), établirent que 
la mortalité des Truites en question était due a une affection 
parasitaire décrite, en 1893, par B. Hofer, sous le nom de Zau- 
melkrankheit ou maladie du vertige. Mais cette appellation 
implique Vexistence dun symptome accessoire qui peut taire 
complélement défaut; d’autre part, l’agent producteur de cette 
maladie, pour les raisons exposées ci-apres, doit prendre place 
dans le genre Ichthyosporidium de M. Caultery et F. Mesnil ; 
il est done conforme aux usages actuels de désigner la ma- 
ladie en question sous le nom dichthyosporidiose. 


Autant que les circonstances l’ont permis, je me suis efforcé 
de poursuivre étude de cette affection, mais, de tres nom- 
breuses lacunes subsistent encore dans Uhistoire du parasite ; 


(1) Peut-étre regrettera-t-on de ne pas trouver ici Vindication de l’établis- 
sement ou a séyi l’épizootie en question; mais sur la demande formelle du 
propriétaire, je ne puis donner ce renseignement. 

(2) Les résultats de ces recherches, résumés dans une note présentée a 
Académie des Sciences (yoir bibliographie), sont exposés plus compleéte- 
ment dans le présent mémoire. 
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néanmoins, je me décide a faire connaitre les résultats obtenus, 
car je nentrevois plus la possibilité (obtenir de nouveaux 
matériaux. 

Liichthyosporidiose des Truites de viviers n’a encore été 
signalée qua de rares reprises : tout @abord, par B. Hofer en 
Allemagne (1893), par A. Laveran et A. Pettit en France (1910), 
enfin par M. Plehn et K. Mulsow en Allemagne (1911). 

La symptomatologie de Vatfection serait assez caractéris- 
tique, d’aprés B. Hofer; il existerait, notamment, une période 
au cours de laquelle les poissons infectés présenteraient de V’in- 
coordination des mouvements; mais, c’est ls un phénoméne 
inconstant, qui peut n’apparaitre qu'aux approches de la mort 
ou méme faire complétement défaut. Pour ma part, je ne lai 
jamais constaté; chez les Truites conservées en aquarium pen- 
dant un laps de temps variable, lichthyosporidiose a toujours 
évolué de facon insidieuse et ce n'est qu’a la phase ultime de la 
maladie que l’animal présente des signes de souffrance ; encore 
n’offre-t-il W@autres sympt6mes que ceux d'un épuisement 
général. 

Toutefois, Vexamen microscopique des féces permet de 
dépister Vichthyosporidiose longtemps avant que linfection 
affecte Pétat général; en effet, les matieres excrémentitielles 
renferment fréquemment des formes jeunes du parasite (4) ; 
(ailleurs, ce signe ne comporte pas un pronostic fatal; certains 
poissons guérissent apres avoir présenté des feces infectées. 


STRUCTURE DU PARASITE 


Dans le corps de la Truile, lJchthyosporidiun revel deux 
aspects principaux, celui de kystes et celui de sphérules. 


4° Kystes. 


La forme la plus fréquente sous laquelle le parasite se pré~ 
sente dans les tissus est celle dun kyste arrondi (fig. 1, 2, 3, 


(4) Voir page 991. 
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4, 5), de dimensions variables, pouvant atteindre un diametre 
de 200 u; on y distingue une capsule et un cytoplasma. 


A. Capsule. — Complétement développé, le kyste est ren- 
fermé dans une capsule épaisse, translucide, qui se décompose 
plus ou moins nettement en deux parties. 

La dualité de cette membrane est particuli¢rement évidente 
dans certaines conditions, nolamment lorsque le kyste est 
rompu et que le cytoplasma fait hernie au dehors; dans ce cas, 
la couche externe demeure en place, au sein des tissus, tandis 
que Vinterne est entrainée par le cytoplasma, auquel elle reste 
adhérente (fig. 3, 4). 

A létat frais, la capsule du kyste parait anhiste; au con- 
traire, sur les coupes, les deux couches se teintent différem- 
ment; dans la méthode hématoxyline au fer-éosine-orange, 
Vexterne se colore en noir et l’interne en orange; apres 
emploi de I|’éosine-bleu de méthyle (méthode de Chatton), 
Vexterne est rouge et linterne bleue; enfin, le magenta picro- 
indigo-carmin communique une teinte rouge pale a l’externe 
et une teinte vert-bleue & Vinterne. 

On note également des différences au point de vue de la 
structure : Vexterne est mince, réfringente et lamelleuse ; 
Vinterne est beaucoup moins dense et pluristralifiée. 

Au point de vue histo-chimique, A. Laveran et A. Pettit 
s'étaient bornés & indiquer que la membrane kystique possé- 
dait cerlaines des propriétés de la callose. L’examen, auquel 
le D' Pinoy a bien voulu procéder, fournit les résultats sui- 
vants : la membrane interne se colore en brun sous l’influence 
de la vésuvine en milieu acide; la membrane externe offre une 
réaction comparable a celle des tissus environnants de l’héte. 
Il est done rationnel de considérer la membrane interne comme 
formée de cutine, VPexterne possédant un stroma de méme 
nature, modifié par les liquides organiques. 

Hi est & noter, d’ailleurs, que les éléments anatomiques de 
Vhote présentent des affinités chromatiques entiérement diffé- 
rentes ; méme en faisant abstraction de leurs caractéres mor- 
phologiques, on ne saurait done les confondre avec des forma- 
tions émanées du parasite. 
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B. Cytoplasma. — A l'état frais, le cytoplasma est parsemé 
de globules de graisse (fig. 3, 4), dont la proportion aug- 
mente avec l’age; dans les kystes ayant atteint leur complet 
développement, ils font obstacle & l'emploi des fixateurs 
osmiqués : sous l’influence de ceux-ci, le parasite prend une 
coloration noire qui masque tous les détails et quil est & peu 
prés impossible de faire disparaitre sans altérer la structure ; 
force est done de recourir aux fixateurs tels que les mélanges 
au sublimé, au picro-formol, etc... 

Liapplication a l'état frais des colorants usuels ne fournit 
pas de bons résultats ; exception faite du vert de méthyle, on 
nobtient ainsi qu'une coloration diffuse. Les frottis fixés apres 
demi-dessiccation ne sont guére plus instructifs ; toutefois, les 
parasites, & condition quils soient de trés petites dimensions, 
se colorent de facon satisfaisante par I’hématoxyline-éosine- 
orange. Mais, de facon générale, l’étudedu cytoplasma ne peut- 
étre fructueusement poursuivie que sur des coupes. 

Dans ces conditions, le cytoplasma affecte une structure aréo- 
laire (fig. 6); extraction de la graisse y crée des vides consi- 
dérables (fig. 4, 6); en outre, les trabécules qui limitent ceux-ci 
sont eux-mémes formés de fibrilles dessinant un réseau irré- 
gulier. 

Telle est la structure de beaucoup la plus habituelle, mais il 
faut signaler un autre aspect qui parait en rapport avec les 
karyokinéses. En effet, lorsque les noyaux entrent en mitoses, 
le cytoplasma (sur les coupes colorées) se modifie : il devient 
homogéne, plus chromophile et plus réfringent; il se craquéle 
de facon & rappeler lapparence de la colloide dans les vésicules 
thyroidiennes (fig. 7). Il est & noter que quand les karyoki- 
néses ne s’étendent pas a tout le cytoplasma, les modifications 
susindiquées ne s’observent que dans la zone renfermant des 
noyaux en voie de division (fig. 6). Remarquons cependant 
que cette transformation n’est pas une condition indispen- 
sable de la mitose, car celle-ci s observe aussi au sein du cyto- 
plasma aréolaire. 


C. Capillitium. — Un certain nombre de kystes renferment 
des trabécules, d’épaisseur variable, réfringents, chromophiles, 
anastomosés entre eux de facon a dessiner au sein du cyto- 
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plasma un réseau irrégulier et lache. Cette formation peut s’ob- 
server dans la plupart des kystes dune méme Truite alors 
qu’on la rechercherait en vain sur un nombre relativement 
élevé d’autres poissons de méme espéce; dans les cas oti je 
Vai constatée, sa présence coincidait avec l’existence de mito- 

A s’en rapporter & un juge autorisé, le D* Pinoy, ce réseau 
ae tous les caractéres dun capillitium (fig. 7). 


D. Noyau. — Le cytoplasma est parsemé, dans sa totalité, de 
noyaux ne dépassant guére 2 » de diamétre. Dans certains cas, 
ceux-ci se réduisent & une massette de chromatine; mais, en 
eénéral, le grain de chromatine est arrondi et renfermé dans 
une capsule acidophile ; entre ces deux formations, il existe 
un espace libre qui reste incolore sur les piéces correctement 
colorées et qui doit étre occupé a l'état vivant par du suc 
nucléaire (fig. 4, 6). 

Les noyaux en question se multiplient par mitoses, se pro- 
duisant par poussées. Aprés étre resté assez longtemps sans 
trouver de noyaux en division indirecte, j’ai observé tout & 
coup des poissons dont la plupart des parasites, complétement 
développés, présentaient des karyokinéses souvent extré- 
mement nombreuses. 

Les figures karyokinétiques sont de dimension exigué et il 
ne m’a pas été possible de déceler un systéme achromatique 
net; elles s’effectuent suivant le schéma déja indiqué par 
M. Caullery et F. Mesnil, puis par M. Robertson. 

Tout d’abord, le karyosome change de forme; d’arrondi, il 
devient anguleux, puis ne tarde pas & se fragmenter en un 
nombre variable de massettes de chromatine irréguliéres et 
inégales ; la capsule acidophile s’atténue et souvent méme dis- 
parait ; la chromatine s’ordonnance alors en figures bipolaires 
plus ou moins nettes; dans les cas les plus caractéristiques, 
on distingue une plaque équatoriale, puis deux autres qui se 
séparent ultérieurement. 


2° KYSTES ROMPUS. 


Jusquwici, il n’a été question que de kystes renfermés dans 
une capsule intacte, mais, fréquemment, celle-ci se rompt et, 
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par l’orifice ainsi créé, le cytoplasma fait hernie au dehors et 
se répand dans le milieu extérieur (fig. 4). Ce phénoméne se 
produit dans les conditions les plus diverses aussi hien au sein 
des tissus de la Truite fixés immédiatement aprés la mort que 
dans les fragments de tissu abandonnés & eux-mémes ou con- 
servés dans lVeau de conduite, dans le sérum artificiel, dans 
le bouillon, ete... 

Comme B. Hofer l’a indiqué dés 1893, le cytoplasma émigré 
hors de sa capsule se ramifie & la facon d'un thalle et peut 
donner naissance a des kystes secondaires qui reproduisent, 
aux dimensions prés, la structure des éléments dont ils 
dérivent. 

Les capsules ainsi vidées de leur contenu (fig. 3) résistent 
longtemps 4 l’action des tissus de l’hdte; elles se remplissent, 
tout d’abord, de leucocytes et de cellules conjonctives, auxquels 
se substitue ultérieurement du tissu de sclérose, ainsi que !’a 
figuré M. Robertson. 


3° SPHERULES. 


Dans le corps de la Truite, PIchthyosnoridium peut encore 
affecter un autre aspect, celui de sphérules de 15 p» de diamétre 
environ (fig. 8, 9). 

Ces corpuscules s’observent & lintérieur du cwlome et dans 


-l’épaisseur des tissus, en tres petit nombre; dans le tube 


digestif, avec une extréme abondance parfois; enfin, dans les 
feces de la plupart des poissons infectés, avec une fréquence 
variable. 

Les sphérules sont assez réguliérement arrondies ; elles sont 
munies d'une capsule mince, réfringente, peu ou pas per- 
méable, abritant un cytoplasma riche en graisse. 

Aprés fixation et coloration, on décéle un noyau excentri- 
que, formé d'un karyosome sphérique renfermé dans une cap- 
sule acidophile. 
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DEVELOPPEMENT DU PARASITE 


L’examen des Truites ayant succombé a lichthyosporidiose 
est insuffisant pour établir lévolution du parasite; cette condi- 
tion défavorable tient & ce que, pour un poisson donné, la plu- 
part des Ichthyosporidium réalisent des stades voisins et 
surtout & ce que, & la mort de Vhéte, les divers parenchymes 
organiques ne renferment guére d'autres formes que des 
kystes complétement développés. 

Jai été ainsi amené a tenter des infections expérimentales 
chez la Truite arc-en-ciel (S. zrideus), la Carpe (C. carpio L.), 
la Tanche (Tinca vulgaris Cuy.), la Perche (Perca fluviatilis 
Rond.), la Grenouille (R. esculenta L. et R. temporaria L.), le 
Crapaud (B.vulgaris Laur.) et VEcrevisse(B. fluviatilis Rond.) (1). 

Pour ces recherches, les poissons neufs étaient naturelle- 
ment examinés avant toute imoculation; quant aux Truites 
(S. urideus), elles provenaient d’un établissement piscicole 
situé dans une région de France trés éloignée de celle ot se 
trouvaient les viviers contaminés. 

Faute de matériel convenable, les expériences n'ont pas été 
aussi nombreuses qu'il ett été souhaitable. 

Tout dabord, je me suis préoccupé de rechercher ce que 
deviennent les kystes 4 Vintérieur du corps de la Truite. A cet 
effet, deux de ces poissons sont inoculés sous la peau. 


Oss. I et Il. — Deux Truites, inoculées sous la peau avec une émulsion de 
foie de truite riche en kystes, meurent trois et quatre jours aprés, d’un 
vaste abcés déterminé par linjection; le pus renferme des kystes non 
modifiés et quelques kystes vides de leur contenu. 


Devant ce résultat négatif, j’al eu recours & la voie intra- 
cceelomique : 
Oss, III. — Truite inoculée dans le celome avec une émulsion de foie de 


lruite riche en kystes; meurt quatre jours apres; quelques taches hémor- 
ragiques éparses sur le péritoine, au niveau desquelles on observe des 


(1) La Grenouille, le Crapaud et l’Ecrevisse sont réfractaires au virus de 
Vichthyosporidiose. 
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kystes vides, des kystes pleins et des formes de petite taille non enkystées. 

Oss. IV. — Truite inoculée dans le celome avec une émulsion de foie de 
truite riche en kystes; meurt onze jours apres dinfection microbienne; 
quelques kystes au niveau du péritoine. 

Oss. V. — Truite inoculée dans le ccelome avec une émulsion de foie de 
truite riche en kystes; meurt sept jours aprés. La graisse des appendices 
pyloriques, Poesophage (face péritonéale), le coeur, le foie et le péritoine (au 
voisinage des reins) présentent des taches hémorragiques; cet aspect estdt a 
ta formation de tissu de granulation englobant un ou plusieurs kystes de 
dimensions variables; on observe notamment un grand nombre de petits 
éléments; dans quelques préparations, on constate l’émission, par de gros 
kystes, de kystes secondaires jeunes. 

Oss. VI. — Truite inoculée dans le coelome avec une émulsion de foie de 
truite riche en kystes; parait se porter parfaitement; meurt brusquement 
16 jours apres. Le périteine présente un certain nombre de petites taches 
noires de 0,5 41 millimétre de diamétre. 

Les taches en question sont formées de pigment brun, de kystes vides, de 
kystes pleins, dont certains renferment des kystes secondaires et dont d’autres 
émettent des prolongements en forme de thalle. 

Oss. VII. — Truite inoculée dans le ccelome avec une émulsion de foie de 
truite riche en kystes; meurt vingt-cing jours apres; le péritoine renferme un 
exsudat assez abondant dvec hématies, cellules endothéliales, kystes pleins 
et vides, nombreux. 

Au niveau du tissu adipo-pancréatique qui s’insinue entre les appendices 
pyloriques, petites taches hémorragiques; foie hypertrophié avec taches 
hémorragiques; sur la face ccelomique de l’estomac, kystes volumineux; 
cceur flasque, hérissé de nodules blancs; le liquide de la vésicule biliaire 
renferme trois kystes. 


Il ressort des observations précédentes (LII-VII) que, peu de 
temps apres Vinoculation intrapéritonéale, la plupart des 
kystes se vident et que le cytoplasma se répand au dehors; 
d’autre part, on voit apparaitre des formes de petite taille qui 
se disséminent dans la cavité ceelomique et qui vont se multi- 
plier & leur tour dans les divers organes, en particulier dans 
la graisse interpylorique et & la surface externe du coeur. 

Si l’exode du cytoplasma hors de sa capsule constitue le 
premier temps de la propagation de l’Ichthyosporidium, il faut 
néanmoins se rappeler que ce phénoméne se produit également 
dans les conditions les plus banales; on observe méme chez 
les animaux réfractaires au virus (fig. 10) : 


Oss. VIII, IX et X. — Trois Crapauds sont inoculés dans le ccoelome avec 
une émulsion de foie de Truite riche en kystes; deux meurent d’infection 
quatre et sept jours aprés; le dernier est sacrifié 4 lagonie; chez les trois 
animaux, le produit injecté est englobé dans une masse brunatre ayant la 
constitution d'un bourgeon charnu; la trés grande majorité des kystes sont 
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vides de eytoplasma et bon nombre sont remplis par des leucocytes et des 
cellules conjonctives; quelques-uns renferment des kystes secondaires. 


La possibilité pour VIchthyosporidium de se multiplier dans 
le colome de la Truite ayant été établie, j'ai cherché & trans- 
mettre Vichthyosporidiose par des procédés imités de ceux qui 
sont naturellement réalisés. A cet effet, des Truites recoivent 
par la bouche des viscéres riches en kystes : 


Oss. XI. — Truite mange des viscéres riches en Ichthyosporidium; meurt 
trois jours aprés; l’estomac renferme des capsules de kystes vides et de 
tres nombreux kystes de petite dimension; on retrouve un certain nombre 
de ces derniers dans la profondeur des cryptes glandulaires. 

Oes. XII. — Truite mange des viscéres riches en Ichthyosporidium;, meurt 
onze jours apres. 

Le tube digestif renferme quelques kystes de 25 4 304 de diamétre, a 
lexclusion de sphérules. Nombreux kystes dans le foie, sur le cceur, dans la 
graisse des appendices pyloriques. La tunique stomacale renferme une cer- 
taine proportion de kystes; tous sont de petites dimensions; ils siégent & 
tous les niveaux, mais spécialement dans les portions superficielles de la 
muqueuse. Les uns se développent dans le fond des acini, dont ils repous- 
sent les cellules sécrétantes; les autres évoluent dans l’épaisseur du stroma 
des villosités, qui se renfle ainsi en une sorte de bilboquet. En outre, on 
observe d’autres kystes au-dessous de la muqueuse, en pleine tunique mus- 
culaire et dans la séreuse qu’ils effondrent pour se yépandre dans le ccelome. 
Les appendices pyloriques et, plus rarement Vintestin, offrent des images 
analogues. 

Oss. XIIt. — Truite mange des visceéres riches en Ichthyosporidium; 
52 jours apres, j observe des sphérules dans les feces; vingt-deux jours apres. 
cette constatation, je sacrifie la Truite; des sphérules trés rares dans le mucus. 
stomacal et dans lintestin: quelques kystes en karyokinése dans l’estomac; 
de nombreux kystes de 20 4100 » de diamétre dans le foie, entre les appen- 
dices pyloriques et a la surface de la vessie natatoire; dans la musculature 
du tube digestif des kystes assez peu nombreux ; quelyues-uns effondrent la 
séreuse ef se répandent dans le coelome. La graisse qui entoure lintestin 
est riche en kystes. 

Ovs. XIV.— Truite mange des viscéres riches en Ichthyosporidium; 52 jours 
aprés, une sonde raméne de l’estomac de nombreuses sphérules de 10 a 25 pv. 
de diamétre ainsi que des kystes jeunes encapsulés. 

Le lendemain la truite est sacrifiée. Pas de kystes dans les divers paren- 
chymes organiques. Examiné sur frottis colorés, le mucus stomacal se 
montre riche em formes jeunes; on remarque notamment des masses de 
contour irrégulier, mesurant environ 12 p, de large, munis de noyaux en 
karyokinése. Ces masses se transforment en de jeunes kystes ayant un 
diamétre @environ 45 vp. 

Oss. XV. — Tanche ayant mangé des viscéres riches en Ichlhyosporidium 
et cohabitant avec des Truites infeclées; meurt six mois aprés. 

Pas de parasites dans le tube digestif. Des kystes dans le foie et sur la 
face ceelomique de lintestin. - 
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Oss. XVI, — Perche, cohabitant avec des Truites infectées et ayant mangé 
des viscéres renfermant des Ichthyosporidium, meurt six mois apres. 

Foie décoloré farci de perles blanches; des kystes sur le tube digestif et 
sur le coeur. Le coelome renferme un liquide jsanguinolent tenant en suspen- 
sion quelques kystes petits. 

La lumiére du tube digestif, depuis le cardia jusqu’a l’anus, renferme des 
sphérules et des petits kystes nombreux. Les sphérules sont surtout com- 
prises dans le mucus qui adhére aux cellules, mais quelques-unes ont 
pénétré au-dessous du revétement épithélial. Le stroma conjonctif des villo- 
sités est gonflé par des kystes assez volumineux ou des amas de kystes 
serrés les uns contre les autres et de volume assez variable; les plus petits 
ne possédent qu'un ou deux noyaux. Souvent ils sont groupés autour d'une 
volumineuse enveloppe kystique complétement vide ou renfermant encore 
un petit nombre de kystes secondaires. 

La musculature et la séreuse renferment également des kystes. 

Les tuniques intestinales offrent de tres nombreux kystes reproduisant 
frés exactement les processus décrits au niveau de l’estomac. 

Une proportion élevée de kystes est le siege de karyokinéses abondantes. 

Ozs. XVII. — Perche traitée comme la Perche XVI; meurt huit mois aprés. 

Kystes nombreux dans la foie, la rate, le ceur et la plupart des autres 


organes. 
Oss. XVIII. — Cing Perches, traitées comme XVI, sont sacrifiées au bout 


de sept mois; deux présentent des kystes dans le foie. 


Ainsi, dans l’estomac, les kystes se rompent rapidement, se 
multiplient dans le mucus stomacal et donnent naissance i de 
petits éléments (fig. 11); infection évolue assez rapidement et, 
au bout d’une dizaine de jours, les Ichthyosporidium pénétrent 
dans les divers organes splanchniques. Lorsque le poisson a 
une survie assez longue, on voit apparaitre dans le foie des 
sphérules qu’on peut retrouver dans les cavités intestinale et 
surtout stomacale. A ce niveau, les sphérules sont assez nom- 
breuses pour former des taches blanches visibles 4 l’ceil nu. Si 
Von pratique des coupes au niveau des amas en question, on 
constate que la plupart gisent dans le mucus au voisinage de 
la face libre des cellules (fig. 8); un petit nombre, cependant, 
occupent la lumiére des glandes et d’autres, encore plus rares, 
se sont insinuées entre les cellules épithéliales. 

Je n’ai pu saisir sur le vif le mode de formation des sphé- 
rules; mais, tout semble indiquer, notamment |’expérience 
XIX, que celles-ci dérivent des kystes, a la facon d’une spore de 


myxomycéte : 


Oss. XIX. — Truite ayant mangé une certaine quantité de foie riche en 
kystes; 28 jours aprés, les feces renferment des sphérules qui persistent 
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peu nombreuses pendant 6 jours; ce poisson meurt 159 jours aprés l'ingestion 
de kystes; pas la moindre trace du parasite 4 la nécropsie. 


D’autre part, il convenait de rechercher, au point de vue de 
la transmission de Vichthyosporidiose, l’effet de la cohabita- 
tion. A cet effet, plusieurs Truites et Carpes sont maintenues 
dans un aquarium renfermant des sujets infectés ; une Truite 
et une Carpe fournissent seules des résultats concluants. 


Oss. XX. — Truite maintenue dans le méme aquarium que des Truites 
infectées, meurt au bout de 10 jours; le mucus stomacal renferme des gru- 
meaux blancs; ceux-ci sont formés de sphérules de 10-12 pv de diamétre; 
quelques parasites dans la cavité péritonéale et dans divers organes 
splanchniques. 


Oss. XXI. — Carpe, ayant cohabité avec des Truites infectées, meurt 
64 jours apres; des kystes dans lJ’intestin et dans le foie. 


Ainsi ces deux poissons (XX et XXJ) ont contracté Vichthyo- 
sporidiose a la suite'de la cohabitation avec des sujets infectés ; 
toutes les précautions nécessaires ont été prises pour éviter 
Vingestion de fragments de cadavres; la contagion est done 
assurée par les ephemiles rejetées avec les feces. Cette opinion 
est corroborée par l’observation suivante : 


Oss. XXII. — Truite neuve recoit par le moyen d’une sonde stomacale des 
feces riches en sphérules. 


24 heures aprés, une sonde stomacale raméne des sphéruies inchangées: 
48 heures aprés, méme résultat}; 96 heures aprés linjection, nouveau son- 
dage : au milieu des sphérules, des kystes jeunes non rares; 24 heures 
apres cette constatation, la Truite est sacrifiée : la cavité stomacale renferme 
de tres nombreuses sphérules et des kystes plus abondants que la veille. 


Il résulte. de cette observation, d’ailleurs confirmée par de 
nombreuses constatations, que les sphérules trouvent dans le 
mucus stomacal un milieu favorable & leur multiplication et 
qu’elles peuvent redonner les kystes dont elles dérivent. 

Les sphérules persistent pendant longtemps a la surface de 


’épithélium stomacal, ainsi que l’indiquent jes observations 
suivantes : 


Oss. XXIII, XXIV, XXV. — Trois Truites regues de |’ Efabliceemean infecté, 
en parfaite santé apparente, meurent un mois apres, 
de leau. 


Deux sont infectées : des sphérules dans les féces et dans le mucus sto- 
macal. 


par suite de Vimpureté 
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Oss. XXVI. — Truite recue de l’établissement infecté; sacrifiée 49 jours 
apres, en parfaite santé apparente, avec feces riches en sphérules. 

Le mucus stomacal renferme de tres nombreuses sphérules. 

Oss. XXVII. — Truite regue de l’établissement infecté; 45 jours apres, 
jobserve dans les féces de trés nombreuses sphérules; le poisson est alors 
nécropsis. Le mucus. stomacal renferme de trés nombreuses sphérules; de 
tres rares kystes dans la graisse interposée aux appendices pyloriques. 

Oss. XXVIIL. — Truite regue de l’établissement infeclé en parfaite santé 
apparente. Pour la premiére fois, des sphérules sont constatées dans les féces 
418 jours aprés la réception; meurt 4 jours apres cette constatation par suite 
de limpureté de eau. Des sphérules dans le tube digestif; trés rares kystes 
intra-ccelomiques. 

Oss. XXIX. — Truite recue de l’établissement infecté; 4 jours aprés, je 
constate dans les féces des sphérules qui persistent nombreuses pendant plus 
d@un mois; la santé générale est cependant trés satisfaisante; une profonde 
plaie provoquée par une marque se cicatrise complétement; plus tard, les 
sphérules disparaissent des féces, mais celles-ci peuvent occasionnellement. 
renfermer des kystes toujours trés rares. Le poisson meurt 92 jours apres 
sa réception, par suite de limpureté de l'eau. 

Les divers organes, et plus spécialement la graisse interposée aux appen- 
dices pyloriques, renferment des ‘granulations avee kystes; le mucus sto- 
macal est farci de sphérules ; celles-ci sont moins nombreuses dans l’intestin. 
La cavité ccelomique renferme quelques sphérules libres a 1 ou 2 noyaux; 
les kystes de faible dimension et A noyaux peu nombreux ne sont pas 
rares. 


Il ressort de ces constatations que Vichthyosporidiose a une 
évolution relativement lente et qu'un degré assez accusé d’infec- 
tion est compatible avec les signes extérieurs d’un bon état 
général. 


Il restait, enfin, & rechercher ce que deviennent les sphé- 
rules abandonnées dans l’eau. Dans ce but, des feces de Truites 
infectées sont conservées dans des nouets en tarlatane, soit 
dans l’eau méme des aquariums, soit dans des vases spéciaux, 
et examinées de jour en jour. 

Dans ces conditions, on constate qu’aprés un laps de temps 
variable avec la température, les sphérules présentent des 
modifications importantes ; en un point de la surface, le cyto- 
plasma forme une saillie qui s’accroit rapidement et finit par 
former un prolongement d’aspect mycélien, susceptible de se 
ramifier (fig. 9). Malheureusement, je n’ai pas pu suivre le déve- 
loppement au dela de ce stade. 
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Ii 
ANATOMIE PATHOLOGIQUE 


Lichthyosporidiose se traduit par des lésions qui envahissent 
la plupart des tissus, & l’exclusion toutefois de la musculature 
du corps, du squelette, des branchies et de la peau. 

Les altérations consistent en un semis de granulations 
blanches (fig. 2), irréguli¢rement arrondies, disséminées ou con- 
fluentes au point de former des nodules du volume d’un grain 
de chénevis; au niveau du foie, notamment, elles peuvent étre 
assez abondantes pour se substituer presque complétement au 
tissu normal propre de Vorgane. Celui-ci affecte alors l’aspect 
d’une masse boursouflée, blanchatre, dont le volume peut étre 
le décuple des dimensions normales. 


1° TuBE DIGESTIF. 


En général, la cavité du tube digestif des Truites infectées 
renferme, avec une fréquence variable, des parasites libres a 
divers stades de développement; mais, dans ce paragraphe 
consacré & lhistologie pathologique, j’envisageral uniquement 
le cas oti les. Ichthyosporidium siégent nettement dans |’épais- 
seur de la parol. 

Or, c’est la une condition qui parait rarement réalisée chez 
les Truites dont les viscéres présentent des granulations, alors 
méme que les sphérules sont abondantes dans le mucus sto- 
macal ou dans les féces, ou encore simultanément dans ces 
deux produits. Je n'ai observé que trés peu de Truites chez 
lesquelles les parois du tube digestif renfermaient des kystes ; 
ceux-ci siégeaient au niveau de lestomac, surtout dans l’épais- 
seur de la sous-muqueuse, ot ils déterminaient une légére 
réaction inflammatoire. 

Ce fait est assez singulier, attendu que la paroi du tube 
digestif représente la voie principale d’infection et que, chez 
le poisson en question, d’assez nombreux parasites existaient 
et dans le mucus stomacal et dans la graisse enveloppant l’es- 
tomac. 
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A ce propos, il faut encore noter la fréquence et l’abondance 
des granulations & la surface ccelomique de l’estomac, alors 
que les tuniques qui constituent ce dernier sont exemptes le 
plus souvent de parasites. 

On est ainsi amené & se demander s’il ne s’agit pas ld sim- 
plement de conditions spéciales dans le développement, et si la 
rareté des Ichthyosporidium dans l’épaisseur de la paroi diges- 
- tive ne tient pas simplement & ce que les investigations n’ont 
pas été effectuées au moment opportun. C'est tout au moins ce 
que semble indiquer l’examen de quelques Perches : en effet, 
sur 5 poissons infectés, 3 ont montré une abondance exception- 
nelle de parasites siégeant dans l’épaisseur de la paroi de l’esto- 
mac, des appendices pyloriques et de l’intestin ; on peut alors 
suivre d’étape en é6tape la migration de l'Ichthyosporidium vers 
les organes caelomiques; la voie de pénétration est représentée 
par le stroma conjonctif des villosités & Vintérieur duquel le 
parasite se développe de facon a figurer sur les coupes l'image 
(@une sorte de bilboquet; de 1a, il pémétre dans la sous-mu- 
queuse, dans la musculaire, puis sous la séreuse (fig. 12), qu il 
effondre finalement pour pénétrer dans le celome ou encore 
dans les tissus adhérant au tube digestif. 

Dans toute la longueur de ce dernier, la réaction provoquée 
par le parasite est extrémement peu marquée; le plus souvent 
méme celui-ci est simplement entouré par quelques fibrilles 
conjonctives qu'il comprime en s’accroissant. 


Au niveau du foie, linfection débute par des kystes assez 
petits et assez espacés pour ne pas ¢tre visibles & l’ceil nu ; dans 
ces conditions, les coupes permettent de déceler de trés rares 
parasites dont la taille ne dépasse pas une quinzaine de yp. et 
dont la voie de pénétration semble correspondre au trajet des 
fibres conjonctives. 

Une fois parvenu dans le parenchyme hépatique, |’Ichthyo- 
sporidium provoque la formation d’une capsule formée de cel- 
lules conjonctives et de leucocytes, parmi lesquels on distingue 
parfois des cellules géantes de dimension moyenne, toujours 
assez rares. 
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Ainsi encapsulé, le parasite continue cependant a s'accroitre 
et ne tarde pas & produire des kystes secondaires; la réaction 
tissulaire suit une marche paralléle; en méme temps, les cel- 
lules hépatiques se nécrosent, leur noyau se vacuolise ; bientdt 
elles disparaissent et sont remplacées progressivement par les 
parasites et le tissu de néoformation qui évolue rapidement 
vers la sclérose (fig. 1). 

La destruction des cellules hépatiques peut étre plus ou 
moins compléte; dans certains cas, c'est en vain qu’on cher- 
cherait des traces des éléments de structure normaux; la 
masse représentant le foie s’est considérablement hypertrophiée, 
mais elle n’est plus constituée que par des parasites encerclés 
dans des capsules de tissu lamineux. Dans ce cas, les parasites 
sont de dimensions assez variables, et un certain nombre de 
kystes sont vides de leur contenu; quelques-uns, plus rares, 
sont pénétrés par des cellules conjonctives et des leucocytes qui 
sy organisent en tissu. 


3° Tissu ADIPEUX. 


Le tissu adipeux, qui recouvre les organes de la cavité abdo- 
minale, et plus spécialement celui qui est interposé aux appen- 
dices pyloriques, représente un leu d’élection pour les para- 
sites (fig. 2, 3); en général, c’est 1a la localisation la plus riche. 
Comme dans les autres tissus, | Ichthyosporidium y devient 
rapidement le centre de formation d’une granulation; d’abord 
purement cellulaire, celle-ci comprend ensuite des cellules 
géantes, puis des fibres conjonctives. La multiplication du 
parasite est rapide et aboutit ici encore 4 la constitution de 
trés nombreux kystes secondaires (fig. 5). La répétition de ce 
processus aboutit a la formation de grosses granulations con- 
fluentes, qui hypertrophient le tissu et le hérissent de nodosités. 

Enfin, au voisinage des kystes, mais non a leur proximité, 
on peut parfois observer de volumineux amas de cellules pré- 
sentant les caractéres des plasmazellen des mammiferes ; chez 
la seule truite ot j’aie vu ces éléments, ceux-ci coexistaient avec 
un état assez avancé de différenciation scléreuse. 

Je signalerai, enfin, que, dans le tissu interposé aux appen- 
dices pyloriques, les Ichthyosporidium parasitent le tissu adi- 
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ae; . : ; 
peux, a Pexclusion presque complete des ilots pancréatiques qui 
y sont inclus. 


4° Cour. 


Le muscle cardiaque est souvent profondément altéré. Le 
siége d’élection du parasite est représenté ici encore par le 
tissu conjonclif, en l’espéce par le péricarde; mais, les Ichthyo- 
sporidium pénetrent également entre les fibres musculaires 
les plus profondes. 

Sous Vinfluence du parasile, le péricarde s’infiltre de tras 
nombreuses cellules conjonctives qui s’ordonnancent concen- 
triquement; en certains points, les éléments conjonctifs pren- 
nent un aspect épithélioide et se groupent de facon a dessiner 
des figures assez comparables aux globes cornés de certains 
épithéliomas. 

Dans son ensemble, le péricarde reproduit la structure d’un 
bourgeon charnu dont, naturellement, la constitution histolo- 
gique varie avec le degré d’évolution. Au début, les cellules 
dominent; ultérieurement, la sclérose devient plus ou moins 
complete. Au cours de ces modifications, le péricarde se soude 
intimement au myocarde, qui se sclérose a son tour, et il devient 
impossible de tracer une ligne de démareation entre les deux 
formations. D’ailleurs, en plein muscle cardiaque, on retrouve 
des parasites qui sont également le centre d’une prolifération 
conjonctive. Notons, enfin, un degré assez marqué de dégéné- 
rescence graisseuse au niveau d’un certain nombre de fibres 


musculaires. 


5° RATE. 


Chez quelques-uns des poissons examinés, la rate présente 
une proportion élevée de parasites; dans ce cas, la structure 
normale est trés imparfaitement conservée : le parenchyme 
splénique, infiltré de sang, ne persiste qu’d l’état d’étroits 
ilots dans les espaces laissés libres par les parasites et les cel- 
lules de néoformation. 

Dans certains cas, on observe des amas de cellules nécrosées 
entremélées de masses granuleuses, présentant les caracteres 


de hémoglobine altérée. 
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6° ORGANES DIVERS. 


Les autres organes se sont toujours montrés pauyvres ou méme 
trés pauvres en Ichthyasporidium; c'est, notamment, le cas du 
cerveau chez les poissons que j’al observés; mais il n’en est 
pas toujours ains! : chez les Truites étudiées par Hofer, l’encé- 
phale était le siege d’élection, parfois méme le siége exclusif 
des parasites. On s’explique ainsi que l’incoordination des 
mouvements ne soit pas constante. 

Dans la description précédente, j’ai visé les cas les plus 
typiques, mais il est vraisemblable que les lésions peuvent 
varier dans une certaine limite, suivant diverses conditions 
difficiles & préciser. 

Je n’ai eu loccasion d’examiner que trois lots de cadavres 
de Truites provenant de l’établissement infecté : ces derniers 
ont été recueillis en juin 1910 (12), en juillet 1910 (18), enfin 
en décembre 1910 (33). Or, a chacun de ces envois, j’ai pu 
noter des modifications dans les lésions; c’est ainsi que le pre- 
mier lot présentait des altérations organiques d’une gravité 
exceptionnelle qui n’a plus été atteinte depuis: dans certains 
organes, le foie notamment, le parenchyme tout entier était 
détruit et le nombre des parasites assez considérable pour 
qu il en résultat une hypertrophie notable. Plus tard, les lésions 
se sont progressivement atténuées et, méme, les spécimens du 
 troisiéme envoi n’offraient plus que des lésions relativement 
discrétes. 


En résumé, laction du parasite sur les tissus de la Truite 
peut se schématiser de la fagon suivante : l’Ichthyosporidium 
détermine une réaction qui aboutit & la formation d’une granu- 
lation (granulome de Plehn et Mulsow), formée d’éléments 
conjonctivo-vasculaires et, accessoirement, de cellules géantes. 
D’abord uniquement cellulaire, celle-ci se sclérose progressi- 
vement ; lorsque les [chthyosporidium sont tres nombreux, ce 
processus aboutit a la suppression physiologique de lorgane, 
bien que la forme générale soit conservée dans ses grandes 
lignes, méme lorsque la présence des parasites a provogué une 
hypertrophie marquée. 
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RESUME ET CONCLUSIONS 


Sous le nom de Taumelkrankheit, B. Hofer a fait connaitre 
une maladie parasitaire affectant surtout les Truites de viviers 
(S. irideus et S. fontinalis); cette derniére doit son nom 2 
ce que les poissons observés par le savant allemand avaient 
perdu la faculté de coordonner leurs mouvements. 

Mais ce symptome peut faire défaut; pour ma part, je ne 
Vai jamais observé; aussi, me parait-il plus conforme aux 
usages actuels de désigner cette affection sous l’appellation 
dichthyosporidiose, tirée du nom du microorganisme patho- 
géne, V’Ichthyosporidium. 

A la vérité, deux noms ont été déja proposés pour désigner 
ce parasite. Le nom d’/chthyophonus (meurtrier des Poissons), 
eréé par M. Plehn et K. Mulsow, a bien Vavantage de rappeler 
le caractére pratiquement le plus important du parasite; tou- 
tefois, il n’est pas sans soulever quelques difficultés. En effet, 
antérieurement aux publications de A. Laveran et A. Pettit, de 
M. Plehn et de K. Mulsow, M. Robertson a décrit des parasites 
de la Truite de mer (Sea Trout) que je puis actuellement assi- 
miler, génériquement tout au moins, & ceux qui ont provoqué 
Pépizootie que j’ai étudiée avec A. Laveran. 

D’autre part, il ne peut y avoir de doutes sur lidentité du 
parasite signalé par B. Hofer et revu ensuite par A. Laveran 
et A. Pettit, puis par M. Plehn et K. Mulsow. Par conséquent, 
on a affaire & un seul parasite (génériquement tout au moins) 
que M. Robertson a rattaché, en 1909, au genre Ichthyospori- 
dium de M. Caullery et F. Mesnil. Cette derniére appellation 
doit done étre adoptée jusqu’’a plus ample informé. 

Contre l'emploi de celle-ci, on ne pourrait en tout cas 
arguer qu il s'agit dune expression générique empruntée au 
réene animal. En créant Vordre des Haplosporidies, M. Caul- 
lery et F. Mesnil ont nettement affirmé que les formes réunies 
sous ce vocable « ne sont pas sans affinités avec les Cham- 
pignons inférieurs tels que les Myxomycétes et les Chytridi- 
nées... Avec les Chytridinées, nous trouvons en commun 
lexistence de masses plurinucléées ott Vaccroissement de 
volume du corps va de pair avec l’augmentation du nombre 
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des noyaux... ». Or, c’est la une conclusion que les présentes 
recherches confirment pleinement. ; 

Peut-étre est-il prudent, quant au nom spécifique, de s’en 
tenir a la réserve de M. Robertson, tant que l’évolution de ces 
parasites ne sera pas complétement élucidée. En effet, & ’heure 
actuelle, on ne peut décider si le parasite de la Truite de mer est 
spécifiquement distinct de celui de la Truite arc-en-ciel qui 
décime également la Truite indigéne. Mais il y a plus: la 
réceptivité pour l'Ichthyosporidium n'est pas exclusive aux Sal- 
monides; ce dernier, en effet, peut provoquer des infections 
mortelles chez la Perche, la Tanche et la Carpe. 

Toutefois, si on se conforme aux régles de la nomenclature, 
lagent pathogéne de cette épizootie deviendrait lIchthyospo- 
ridium hofert (Plehn et Mulsow). 

Actuellement, la nature de l'Ichthyosporidium ne peut plus 
faire de doute. Tout en notant ses affinités avec certains repré- 
sentants de l’ordre des Haplosporidies, A. Laveran et A. Pettit 
inclinaient & considérer ce parasite comme un végétal. 
M. Plehn et K. Mulsow ont pleinement confirmé cette concep- 
tion en obtenant, par ensemencement en bouillon, du mycé- 
lium, et ils concluent de leurs recherches que l’'Ichthyospori- 
dium doit prendre rang dans la classe des Phycomycétes, au 
voisinage des Chytridinées. 

En faveur de la nature végétale de ce microorganisme, on 
doit faire valoir encore la forte teneur en graisse, la structure 
de lenveloppe formée de cutine, enfin la présence, au sein du 
cytoplasma, d’un certain nombre de kystes, d’un réseau pré- 
sentant toutes les apparences d’un capillitium. 


Au cours de son développement, l'Ichthyosporidium affecte 
plusieurs aspects. 

Dans les tissus de la Truite, il se présente surtout sous la 
forme de kystes globuleux, trés riches en graisse, munis 
d’une enveloppe de cutine; leur diamétre oscille entre 15 et 
200 »; ceux-ci se rompent fréquemment et, par une ouverture 
de la capsule, tout ou partie du cytoplasma peut faire hernie 
au dehors et s’y ramifier. 

Aprés fixation et coloration, le cytoplasma a une structure 
aréolaire; il est parsemé de nombreux noyaux affectant deux 
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aspects; les uns (ce sont de beaucoup les plus nombreux) sont 
formés d’un petit karyosome arrondi compris dans une capsule 
acidophile (diamétre : 1,5-2 »), dont un espace vide le sépare ; 
les autres se réduisent & un grain, également basophile, mais 
plongé directement dans le cytoplasma. 

Lorsque les kystes ont atteint un certain volume, ils peuvent 
se diviser en un certain nombre de kystes secondaires repro- 
duisant, aux dimensions prés, la structure des éléments dont 
ils dérivent. La multiplication s’effectue par division indirecte. 
Les karyokinéses déja signalées par M. Caullery et F. Mesnil, 
puis par M. Robertson, se présentent dans les conditions habi- 
tuelles aux Champignons inférieurs. 

Un second aspect de Vichihyospiridium est représenté par 
des sphérules mesurant en moyenne 15», munies d’une cap- 
sule et formées par un cytoplasma riche en graisse, renfer- 
mant un karyosome. 

Ces sphérules s’observent surtout & la surface de la muqueuse 
digestive, plus spécialement dans le mucus qui constitue un 
milieu propre 4 leur multiplication; on les retrouve encore, 
mais beaucoup moins abondantes, dans l’épaisseur des parois 
du tube digestif ainsi que dans la cavité ceelomique et dans les 
divers parenchymes organiques. Dans la plupart des cas, les 
feces des animaux infectés en renferment une proportion sou- 
vent élevée. 


L’ichthyosporidiose se communique de Truite a Truite par 
injection intrapéritonéale de viscéres riches en kystes, par 
ingestion de viscéres riches en kystes, enfin par ingestion de 
féces renfermant des sphérules. 

Ce sont ces derniers éléments qui paraissent surtout chargés 
de propager linfection; notons, & ce propos, que les kystes 
ingérés donnent rapidement des sphérules au niveau de I’es- 
tomac, dont le mucus constitue, on I’a vu, un milieu favorable 
6 leur multiplication. 

On retrouve les sphérules en question dans le fond des acini 
et entre les cellules épithéliales; bientét aprés, on constate la 
présence, dans le stroma conjonctif de kystes, (1), en voie de 


(1) Dans le mucus stomacal, quelques sphérules se transforment en kystes 
riches en karyokinéses. 
65 
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multiplication, qui gagnent de proche en proche muqueuse, 
la musculature, enfin la séreuse qu ils effondrent; ils tombent 
ainsi dans le celome et gagnent ensuite les divers viscéres; 
ils peuvent encore cheminer dans l’épaisseur des replis 
appendus au tube digestif et gagner certains tissus, en parti- 
culier le tissu adipo-pancréatique. 

Ajoutons que les sphérules évacuées avec les feces sont 
-apables de se développer dans l’eau ordinaire; dans ce milieu, 
au bout de trois 4 quatre jours, ces éléments présentent des 
modifications manifestes; la surface se hérisse d’un petit cone 
qui s'accroit assez rapidement et donne ensuite naissance & un 
filament, d’aspect mycélien, parfois ramifié, pouvant atteindre 
5 & 6 fois la longueur primitive. 

Cetle évolution est & rapprocher de la tres intéressante ob- 
servation faite par M. Plehn et K. Mulsow, relativement a la 
production d'un mycélium par les kystes ensemencés en 
bouillon. 


Comme on l’a vu, les kystes représentent la forme de beau- 
coup la plus répandue au sein des tissus de la Truite. Dans 
Vépidémie étudiée par B. Hofer, lencéphale était le siege 
d’élection, parfois méme le siége exclusif des parasites; dans 
ce cas, Vexpression de Taumelkrankheit est pleinement justifiée. 

Chez les Truites que j’at examinées, le tissu nerveux a tou- 
jours été tres peu ou méme pas parasité. 

Ce sont, au contraire, les appendices pyloriques, le foie et le 
cceur qui ont offert le plus grand nombre de parasites. Les 
lésions consistent en un semis de granulations blanches, 
irréguliérement arrondies, disséminées ou confluentes au point 
de former des nodules du volume d’un grain de chénevis; 
celles-ci comprennent, en outre des parasites qui les provo- 
quent. des éléments conjonctivo-vasculaires abondants, dont cer- 
tains affectent un aspect épithélioide; parmi eux, on note quel- 
ques cellules géantes. Au bout d’un certain temps, le tissu de 
granulation passe au stade scléreux; finalement, un parenchyme 
donné, le foie notamment, peut étre remplacé par une masse 
dépassant de 5 a 6 fois le roles normal et composée presque 
exclusivement de kystes, de tissu de sclérose et de cellules 
nécrosées. 
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A en juger, d’ailleurs, d’aprés le nombre de parasites qu'un 
poisson héberge au niveau des divers viscéres, il n’est pas 
probable que Vlchthyosporidium élabore une toxine active; 
la marche de la maladie est lente, les apparences d’un bon 
état général sont compatibles avec une infection trés éten- 
due, enfin un animal parasité peut guérir. En outre, chez les 
poissons ayant succombé a Vichthyosporidiose, des paren- 
chymes sont remplacés presque en totalité par les parasites et 
le tissu réactionnel, dont ils déterminent la formation, de telle 
sorte que la mort parait étre plutét due a la suppression phy- 
siologique des organes qu’a une action toxique. 

L’apparition des cellules géantes dans les granulations 
sexplique peut-étre par l’action des graisses du cytoplasma ; 
en effet, des recherches récentes, celles de J. Camus et Ph. 
Pagniez notamment, ont mis en évidence l’action élective des 
acides gras dans ce processus. 


Lorigine de l’épizootie reste obscure; l'eau d’alimentation 
des bassins ne présentait pas de parasites; l’hypothése la plus 
plausible, c’est que le virus a été transmis aux Truites par |'in- 
termédiaire des poissons de mer donnés en nourriture (1). 

En l’absence de données sur l’étiologie, on ne saurait for- 
muler de régles de prophylaxie. Cependant, dans I’établisse- 
ment infecté, la maladie a été enrayée & la suite des mesures 
suivantes : 

4° Suppression des sujets provenant des bacs contaminés ; 

2° Maintien des viviers dans un état de propreté rigoureuse ; 

3° Dérivation d’un caniveau collectant des eaux de pluie et 
du purin et se déversant antérieurement dans le lac qui ali- 
mentait les viviers; 

4° Chaulage prolongé, pendant Vhiver 1910-1911, des viviers 
contaminés. 


Je remercie M. Mesnil, pour divers renseignements qu'il a 
bien voulu me communiquer. 


(1) Pour M. Plehn, lorigine du tournis des Salmonides doit étre chevrcliée 
dans la nourriture que l'on fournit aux jeunes Truites et qui consiste en 
petits peissons de mer de la famille des Gadidés, souvent parasités par la 
Lentospora. 
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LEGENDE DES PLANCHES XIII ET XIV 


‘A Vexclusion de la figure 10, toutes les figures sont retatives 4 la Truite.) 


Fie. 1. — Foie envahi par de nombreux kystes. 

Fic. 2. — Graisse interpylorique euvahie par de nombreux kystes; débuy 
de réaction conjonctive. 

Fic. 3. — Granulation de la figure 2 dessinée a un plus fort grossisse- 
ment. K, kyste, K,, kyste en voie d’évacuation; ky, kyste vide. 

Fic. 4. — Kyste en voie d’évacuation. 

Fic. 5. — Kystes secondaires. 

Fic. 6. — Kyste. Dans la partie inférieure, le cytoplasma a une structure 
réticulaire; dans la partie Supérieure, il affecte un aspect compact. 

‘Fie. 7. — Kyste avec capillitium. 

Fic. 8. — Sphérules s dans le mucus stomacal; e, épithélium stomacal. 

Fie. 9. — Sphérules des feces (en coupes colorées). 

ee 10. — Kystes chez le Crapaud. K, kystes secondaires; K,, Kyste 
vide. 

Fic. 11. — Petits kystes développés dans l’estomac a la suite de l'inges- 
tion de gros kystes. 

Fic. 12. — Coupe de la paroi stomacale. K, kyste faisant saillie dans le 


colome. 
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LE BOUILLON A L’CEUF 


par A. BESREDKA et F. JUPILLE. 


(Laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Au cours de nos recherches sur l’anaphylaxie au blanc d’euf, 
nous avons été amenés a constater que le blanc d’ceuf, dilué 
dans l’eau distillée et chauffé 4 100 degrés, acquiert des pro- 
priétés nouvelles qui en font une substance différente du blanc 
dceuf cru (1). Lridée nous est venue de l’utiliser comme milieu 
de culture et, pour en accroitre les propriétés nutritives, de 
lui adjoindre le jaune d’ceuf (2). 

A la suite de longs tatonnements, nous sommes arrivés A 
établir les proportions de l’un et de lautre, nécessaires pour 
assurer au milieu le maximum de rendement et de trans- 
parence : 


Blanc d@euf (solution au dixiéme). ........ 4 parties. 
Jaune deuf (solution au dixiéme). ........ 1 partie. 
OCHO OOM pes ee Be oc 6H bo 38 eS 5 parties. 


Le blanc dceuf est battu avec dix volumes d’eau distillée 
que l’on ajoute par petites quantités. Le liquide devenu opa- 
lescent contient en suspension un grand nombre de petits 
flocons blancs. Pour s’en débarrasser, on passe le liquide sur un 
tamis recouvert d’une mince couche de coton hydrophile. On 
chauffe le liquide 4 100 degrés pour activer la précipitation, 
puis on le filtre sur papier Chardin. Le liquide, d’un bel opalin, 
est réparti ensuite en ballons ou en tubes de 20 cent. cubes et 
stérilisé & 115 degrés pendant vingt minutes. 


(1) Annales de Institut Pasteur, mai 1914. 
(2) Voir Comptes Rendus de Acad. Sciences, t. CLVI, p. 1633. 
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Le jaune d'euf est délayé dans dix volumes d’eau distillée, 
dans les mémes conditions que le blanc. L’émulsion fortement 
opaque est additionnée de solution normale de soude, ce qui 
améne une clarification rapide du liquide. Un excés de soude 
élant préjudiciable aux qualités nutritives du jaune, il y a lieu 
de ne pas atteindre sa solubilisation compléte : le jaune doit 
rester légerement opaque, surtout en couche 6paisse. Pour 
réaliser ce degré d’opacité, on ajoute, en général, 4 100 cent. 
cubes d’émulsion de jaune d’uf 1 cent. cube de solution de 
soude normale. II faut cependant étre prévenu que la quantité 
de soude & ajouter varie avec les cufs; il ya des jaunes qui se 
laissent solubiliser par une quantité de soude deux fois plus 
faible que celle que nous venons d’indiquer. L’émulsion de 
jaune, ainsi clarifiée, est portée a 100 degrés, filtrée sur papier 
Chardin, répartie en ballons ou en tubes de 20 cent. cubes, puis 
stérilisée & 115 degrés pendant vingt minutes. ; 


Le bowllon est préparé avec de la viande de boeuf ou de 
veau (500 8 750 grammes de viande hachée pour 1 litre d’eau) 
et la peptone Martin. La macération portée, & petit feu, a 
Vébullition pendant une demi-heure, est filtrée, alcalinisée 
franchement, puis chauffée 4 120 degrés pour activer la for- 
mation du précipité. Ce dernier étant ensuite retenu par du 
papier double, on répartit le bouillon en ballons ou en boites 
de Roux, et on le stérilise a 115 degrés pendant vingt-cing 
minutes. 

Pour préparer le bouillon a l’ceuf, on verse dans un ballon 
renfermant 500 cent. cubes de bouillon stérilisé, d’abord 
400 cent. cubes de blanc d’ceuf stérilisé (solution au dixiéme), 
puis 100 cent. cubes de jaune d’wuf stérilisé (solution au 
dixiéme); on répartit ensuite le liquide dans des tubes stéri- 
les, & raison de 10 cent. cubes par tube. 


Pour le bacille tuberculeux, on modifie un peu la composition 
du milieu : dans des boites de Roux renfermant 100 cent. cubes 
de bouillon stérilisé non peptoné, on verse, a froid, un mélange 
de 20 cent. cubes de blanc d’ceuf (1 : 10) et de 5 & 20 cent. cubes 
de jaune d’ceuf (1 : 10); nous allons y revenir. 

Le bouillon 4 l’ceuf placé dans l’obscurité et & la température 
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du laboratoire, conserve ses propriétés nutritives pendant des 
mois (1). 


Il 


Nous avons essayé de cultiver dans ce milieu différents 
microbes, de préférence ceux dont la vitalité dans les milieux 
usuels est de courte durée : pneumocoques, méningocoques, 
gonocoques, streptocoques, ainsi que bacilles typhiques, para- 
typhiques, diphtériques, colibacilles, vibrions cholériques, 
bacilles tétaniques, tuberculeux, bactéridies charbonneuses, 
choléra des poules, microbes de la coqueluche et microbes 
chromogénes. 

Le pneumocoque, le méningocoque, le gonocoque et bien 
souvent le streptocoque réclament, pour étre entretenus dans 
de bonnes conditions, des soins particuliers; de plus, ce sont des 
microbes qu'il est bon de réensemencer tous les dix & trente 
jours, suivant Vespéce, si l’on ne veut pas courir le risque de 
les perdre. 

Pour juger de la valeur du bouillon préparé avec du blanc et 
du jaune d’ceuf, par comparaison avec d'autres milieux tels 
que bouillon ordinaire, bouillon-sérum, bouillon-ascite et 
gélose, nous avons ensemencé les microbes cités dans ces 
différents milieux, et une fois par semaine nous faisions des 
prélévements pour nous assurer de la vitalité des cultures. 

Sans entrer dans les détails de ces essais qui ont duré pen- 
dant des mois pour la plupart des microbes et pendant prés de 
deux ans pour les streptocoques, ceux-ci nous ayant intéressés 
plus particuliérement, nous pouvons dire que, par comparaison 
avec les autres milieux, celui dans lequel sont incorporés le 
blanc et le jaune d’euf s’est toujours montré le milieu dans 
lequel : 

1° Les cultures sont beaucoup plus abondantes ; 


(1) Ce milieu est économique; un @ufde dimensions moyennes renferme 
20 cent. cubes de jaune et 30 cent. cubes de blanc; dilué au dixiéme, un uf 
dont le prix est de 10-15 centimes, fournil donc 500 cent. cubes de liquide. 
La méme quanltité de bouillon ordinaire nécessite une dépense d’au moins 
1 fr. 25 centimes (viande : 75 centimes; peptone : 50 centimes). 
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2° Les microbes restent beaucoup plus longlemps en vie; 

3° La vilalité est plus facilement reconquise lorsqu’on part 
d’un microbe ayant poussé sur n’importe quel milieu, et dans 
des conditions peu favorables. 


Le 21 mars 1914, on ensemence le pneumocoque dans du bouillon au blanc- 
jaune (c’est ainsi que nous désignons, pour abréger, notre milieu) et on le 
laisse a l’étuve a 37 degrés jusqu’au 16 juin, c’est-a-dire pendant quatre-vingt- 
dix jours. Par suite de l'évaporation, la culture se trouve réduite a l'état de 
masse visqueuse de 1 41,5 centimétre de hauteur, de consistance de sang 
coagulé. L’ensemencement de ce coagulum dans du bouillon au blanc-jaune, 


ainsi que dans du bouillon ordinaire et sur gélose, a donné, quarante-huit - 


heures apres, une culture typique, trés riche surtout dans le premier de ces 
milieux. Donc, le séjour a l’étuve pendant trois mois n’a pas compromis la 
vitalité du pneumocoque. 

Le 19 avril, on ensemence le pneumocoque dans deux tubes de bouillon 
au blanc-jaune. Un de ces tubes est laissé a la température du laboratoire. 
l'autre est porté a la glaciére. 

Le 3 mai, c’est-a-dire seize jours plus tard, on réensemence les deux tubes 
en bouillon-ascite et en bouillon au blanc-jaune. Dans ce dernier seul on yoit 
apparaitre, le surlendemain, une culture abondante de pneumocoques; les 
tubes de bouillon-ascite restent stériles. 


Le pneumocoque, qui donne des cultures relativement dis- 
cretes dans les milieux ordinaires, change de caractére dans 
le bouillon au blanc-jaune : ses cultures sont d’une grande 
richesse, sa vitalité se conserve pendant des mois; de plus, 
il est facilement ramené a vie aprés un séjour au laboratoire 
ou ala glaciére. 

Pour éviter les redites, disons que le méningocogue hénéficie 
dans notre milieu des mémes avantages que le pneumocoque ; 
il en différe seulement en ce quil a une vitalité plus res- 
treinte : tandis que le pneumocoque reste vivant dans notre 
milieu, au moins pendant trois mois, le méningocoque n’a pas 
pu étre maintenu en vie au dela de cinquante & soixante jours. 
Si lon pense que, dans les milieux habituels, on est astreint 
aux réensemencements tous les huit jours, on saisira l’avan- 
tage quil y a de le conserver dans du bouillon au blanc- 
jaune. 

Parmi les nombreux streptocogues que nous entretenons en 
vue de la préparation du sérum antistreptococcique, nous en 
possédons qui se montraient de tout temps particuligrement 
fragiles. Tandis que, en régle générale, les streptocoques 
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repoussent sans difficulté aprés un mois de séjour au labora- 
toire, nous en ayons qui nous mettent souvent dans |l’embarras 
lors des repiquages périodiques de la collection. Nos strepto- 
coques sont cultivés depuis des années (1) dans un mélange de 
parties égales de bouillon et de sérum de cheval. Pour la 
grande majorité des streplocoques, ce bouillon-sérum doit étre 
considéré comme le milieu de choix; mais il y a des strepto- 
coques — nous en avons deux sur trente-trois — qui déja aprés 
un mois donnent péniblement une culture et quelquefois n’en 
donnent pas. 


Le 18 mars 1911, on ensemence les streptocoques « A» et « Fr», en bouillon- 
sérum. Le 26 avril, c’est-a-dire trente-huit jours aprés, on essaie de les repi- 
quer dans du bouillon-sérum, mais sans succés; il est probable que les 
streptocoques étaient déja morts depuis quelques jours. Or, les mémes 
streptocoques, conservés dans du bouillon au blanc-jaune ont donné, repiqués 
quarante-huit jours apres, des cultures abondantes dés le lendemain. 

Le 14 octobre 1911, on ensemence des streptocoques d’origines variées 
dans du bouillon au blane-jaune. Sept mois aprés (24 mai 1912), on les repique 
ayec succés. Un an aprés (21 octobre 1912), par suite de l’évaporation, il ne 
reste au fond des tubes que de petits culots plus ou moins desséchés ou de 
consistance sirupeuse. On y ajoute 10 cent. cubes de bouillon au blanc- 
jaune, puis, apres vingt-quatre heures d’étuve, on les remet au laboratoire 
jusqu’au 30 mai 1913. Sur huit tubes ainsi traités, 5 ont donné, réensemencés 
sur gélose, des cultures typiques. 


Nous voyons done que, d'une part, les streptocoques fragiles 
se conservent bien dans du bouillon au blanc-jaune et, d’autre 
part, les streptocoques ordinaires, au lieu d’étre réensemencés 
tous les mois, restent yivants dans ce milieu au moins pendant 
vingt mois, et il est probable qwils continueraient & y vivre 
pendant plus longtemps. 

Le gonocoque ensemencé en tube dans du bouillon au blanc- 
jaune et conservyé pendant vingt-deux jours a l’étuve a 
37 degrés, donne ensuite une culture abondante sur gélose- 
ascite. Ensemencé en boite de Roux, le gonocoque donne une 
culture trés riche dés le lendemain, sous forme de _ toile 
d’araignée donnant, a la moindre secousse, une émulsion tout 
a fait homogéne. 

D’autres microbes tels que les bacilles typhique, paraty- 
phique, coli, le Melitensis, le vibrion cholérique forment un 


(1) Annales de VInstitut Pasteur, 1904; p. 364. 
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riche dépot de microbes, en moins de vingt-quatre heures. 
Lorsque, trois mois aprés, ces cultures réduites, par suite de 
Iévaporation, 4 1-1 1/2 cent. cube de masse gélatineuse, onl 
été réensemencées en bouillon ordinaire, elles sont toutes 
reparties sans le moindre retard. Il est probable qu’il en ett 
été de méme si nous avions attendu plus longtemps. 

Nous avons également cultivé le bacille de la diphiérie, le 
charbon, le choléra des poules, ainsi que le bacille du tétanos, le 
Perfringens et un protéolytique anaérobie, isolé par M. Wollman 
de lintestin de chien. 

Ces trois derniers se sont mis & pousser dés le lendemain dans 
les conditions anaérobies.* Ensemencés dans des conditions 
ordinaires c’est-a-dire en présence de l’air, ces trois anaérobies, 
et surtout le bacille du tétanos, ont donné des cultures au bout 
de deux & huit jours (1). Le protéolytique en question et le 
bacille du tétanos en se développant dans notre milieu, forment 
un coagulum plus ou moins volumineux et laissent au-dessus 
un liquide absolument transparent et incolore. Le bacille du 
tétanos cultivé dans des conditions aérobies, donne au bout de 
cing jours une toxine aussi active, sinon plus active (2), que la 
toxine obtenue en conditions anaérobies dans du bouillon 
ordinaire. 

Le Prodigiosus présente ceci de particulier, que non seu- 
lement il donne naissance 4 un dépéot microbien abondant, mais 
il confére au liquide surnageant une couleur rose qui est aussi 
belle que celle des microbes eux-mémes. 

Le microbe de la cogueluche de Bordet et Gengou, ensemencé 
en botte de Roux, donne dés le lendemain une culture abon- 
dante dun aspect moiré trés net; le lendemain, tout le fond de 
la boite est tapissé d’une mince pellicule ressemblant & une 
toile d’araignée, adhérente au verre. Les microbes continuant 2 
poussser, on a vers le troisiéme jour une culture extrémement 
abondante qui se présente sous la forme d’un dépét muco- 
membraneux. Nous avons pu nous assurer que ce microbe si 
fragile reste vivant, en boite de Roux, méme aprés quatre mois 
de séjour & létuve. 


(1) Certaines origines de Perfringens poussent difficilement d’emblée en 
présence d’oxygéne. 
(2) Un dix-millitme de cent. cube de toxine donne le tétanos & la souris. 
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EET 


Le bacille tuberculeux est de tous les microbes celui que 
nous avons le plus étudié dans du bouillon au blanc-jaune. Au 
début de cette étude qui remonte a trois ans, nous ajoutions 
de la glycérine (5 p. 100), partant de cette notion courante que, 
en milieu liquide surtout, le bacille tuberculeux ne saurait 
s’en passer. 

Quand on prend, pour ensemencer, un voile jeune de six & 
huit jours et quand on le pose doucement a la surface du 
bouillon en question, on voit dés le lendemain que le voile 
se trouve disloqué et quwil pousse des prolongements dans 
tous les sens. Quatre ou cing jours aprés, toute la surface du 
ballon est couverte d'une fine pellicule. Cette pellicule s’épais- 
sit de jour en jour, pour atteindre, au bout de six semaines, 
une épaisseur inconnue dans du bouillon glycériné ordinaire. 
Un peu plus.tard, les bacilles entrainés par leur poids se 
décollent des parois du ballon, et le voile plonge au fond du 
liquide. 

Sur pommes de terre baignant dans du bouillon au blane- 
jaune glycériné, la culture apparait au bout de cing & quinze 
jours et, en régle générale, plus tot que dans les tubes témoins 
‘renfermant du bouillon glycériné ordinaire. De plus, alors que 
dans ces derniers les bacilles poussent, au moins au début, 
seulement & la surface de la pomme de terre, on voit par 
contre, dans les premiers, la culture se faire en méme temps 
dans le liquide qui baigne la pomme de terre. 

En ajoutant des quantités variables de glycérine (1 4 5 p. 100) 
dans des ballons renfermant du bouillon (5 parties), du blanc 
Voeuf (4 parties) et du jaune d’@uf (1 partie), nous avons eu 
toujours des cultures surmontées d'un beau voile; mais, ce 
dernier était d’autant moins épais que le milieu renfermait 
moins de glycérine. Avec | p. 100 de glycérine, nous obte- 
nions un voile trés fin; mais comme il y avait en méme temps 
culture en profondeur, nous avons décidé de supprimer com- 
plétement la glycérine. 

Edifiés ensuite par les expériences faites dans un autre ordre 
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didées(1\ sur la toxicité des dérivés peptonés, nous avons 
décidé de supprimer la peptone. Nous n’en avons pas moins 
obtenu des cultures abondantes dans des boites de Roux. 

Plus tard, en faisant varier les proportions du blanc et du 
jaune d’ceuf, nous avons acquis la conviction que l'on pouvait 
supprimer le blanc d’ceuf; la richesse des cultures n’en souf- 
frait pour ainsi dire pas; seulement, le bouillon contenant le 
jaune d’ceuf seul (20 p. 100 de solution au dixiéme) se troublait 
a Vétuve. Aussi préférons-nous aujourd’hui,chaque fois que 
cela peut se faire, ajouter au jaune une certaine quantité de 
blanc. Le milieu ainsi préparé est absolument transparent et 
reste tel indéfiniment. Dans les cas-ot l’on ajoute au bouillon 
peu de jaune (5 p. 100 de solution au dixiéme), le trouble étant 
imperceptible, on peut se passer de blanc. 

Lorsqu’on ensemence dans ce milieu auquel il n’est ajouté 
ni peptone, ni sel, nt glycérine, des bacilles tuberculeux, on 
obtient,aprés vingt-quatre heures d’étuve, une culture poussant 
en profondeur, ne le cédant en 'rien, quant & l’abondance, a 
celle d'un microbe ordinaire, tel que le streptocoque. De jour 
en jour la culture devient plus abondante. Au bout de deux ou 
trois semaines, elle forme une membrane blanchatre tapissant 
complétement le fond de la boite de Roux. Quelques secousses 
imprimées a la boite suffisent pour transformer cette mem- 
brane en une poussiére d’une extréme finesse. Laissés au repos 
pendant quelques instants, les bacilles se réunissent & nou- 
veau en amas de plus en plus gros, puis reprennent leur aspect 
membraneux. 

Le bouillon au blanc-jaune offre lavantage de conférer aux 
cultures de bacilles bovins un aspect particulier distinct de 
celui des bacilles d’origine humaine. Ces expériences n'ont 
porté jusqu’a présent que sur onze origines bovines et dix ori- 
gines humaines (2), mais elles ont été toutes concordantes; 
tandis que les bacilles humains donnent, au bout de quatre a 
six semaines, de petites écailles plus ou moins séches, se déta- 
chant facilement du verre, les bacilles bovins forment des 


(1) Comptes rendus de la Soc. de Biologie, t. LXXI, p. 691. 

(2) Nous les devons a l’obligeance de MM. Calmette, Eber, Kossel et Vallée, 
ainsi qu’a nos collégues de l'Institut Pasteur, MM. Burnet, Charpentier et 
E. Fernbach. 
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filaments glaireux, collant aux parois, de consistance muco- 
membraneuse. 

Si agées que soient nos cultures, elles n’exhalent jamais 
cette odeur bien connue que l’on croyait inhérente a la tuber- 
culine sécrétée par les bacilles; méme aprés un an de séjour a 
Vétuve, les cultures restent inodores. 

Nos cultures renferment cependant une tuberculine et méme 
tres active; il suffit de chauffer une culture de trois ou 
quatre semaines 4 115 degrés, de la débarrasser des corps 
microbiens, puis d’en injecter 1,5 & 2 cent. cubes dans le péri- 
toine de cobayes tuberculeux, pour étre certain de les tuer en 
moins de vingt-quatre heures. 

Cette tuberculine posséde la propriété de fixer spécifiquement 
Valexine en présence du sérum des sujets tuberculeux. Comme 
on le verra dans un article (1), qui paraitra trés prochainement 
les cobayes inoculés avec des bacilles tuberculeux donnent, 
avec cette tuberculine, une réaction de fixation positive dés 
le quatriéme jour de Vinfection, alors qu'il n’existe encore 
aucune lésion macroscopique. De méme, chez homme, cette 
tuberculine permet de reconnaitre des lésions latentes ou a 
peine ébauchées, alors que les signes cliniques sont encore 
muets ou indécis. 

En résumé, le bouillon additionné de blanc et de jaune 
d’ceuf constitue un excellent milieu de culture pour tous les 
microbes que nous avons eu l'occasion d’éprouver : pneu- 
mocoque, méningocoque, streptocoque, gonocoque, bacille 
typhique, paratyphique, coli, Me/i/ensis, vibrion cholérique, 
bacille de la diphtérie, choléra des poules, tétanos, Prodigiosus, 
microbe de la coqueluche, bacille tuberculeux; tous ces 
microbes se développent dans le bouillon a lceuf plus abon- 
damment et conservent leur vitalité plus longtemps que dans 
leurs milieux usuels. 


(1) En collaboration avec M. Manoukhine. 


SUR L’EMPLOI DES VIRUS DE PASSAGE 
REGENERES DANS LE TRAITEMENT DE LA RAGE 


par le professeur O. BUJWID. 


(Cracovic — Pologne — Autriche.) 


Vingt-cing années se sont écoulées depuis la découverte de 
L. Pasteur. La méthode qui a permis de combattre la maladie 
jusquici incurable est restée telle qu'elle a été décrite par 
notre illustre Maitre, sans avoir été modifiée. Les virus de pas- 
sage employés dans tous les Instituts proviennent tous du virus 
primitif de Pasteur. 

Il faut se demander si le virus que nous inoculons toujours 
sous la dure-mére du lapin n’a pas subi des modifications pro- 
fondes qui le rendent différent de ce qu il était & son origine. 
Le virus qui agit toujours sur la substance cérébrale n’est-il 


pas devenu cytolytique, par exemple, pour la substance ner- 
veuse cérébrale et spinale? 

Quelques observations que j’ai faites pendant ces vingt-cing 
années semblent prouver que les modifications subies par le 
virus sont assez profondes et quelles peuvent étre considérées 
comme assez importantes en ce qui concerne ses effets théra- 
peutiques. L’expérience directe nest pas facile & faire, mais la 
statistique du traitement donne des résultats assez intéressants. 

Depuis 1886, pendant les six premiéres années qui suivirent 
la fondation de mon premier Institut antirabique 4 Varsovie, 
la mortalité des personnes traitées ne dépassait guére 0,2 A 
0,3 p. 100. 

En 1893, j'ai aménagé l'Institut antirabique de Cracovie. J’ai 
remarqué la que la mortalité avait augmenté. J’essayai alors 
dapporter quelques modifications au traitement; j’employai 
méme la méthode sérothérapique. 

Mais ces tentatives ne furent pas couronnées de succes. 
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J’ajoute, de plus, que les cas de paralysie aprés traitement se 
sont multipliés surtout en 1907, 1908 et 1909. 

Jai eu Vidée de regarder si la virulence des moelles employées 
n était pas tres atténuée, par comparaison avec celle des moelles 
primitives. 

Kn 1910, je fis de nouveaux passages sur lapins, en partant 
du virus de rues provenant de chiens de Cracovie. Apres trente 
passages, Jobtins un virus fixe; je commencai & l'employer 
dans ma pratique vaccinale. 

Voici les résultats de ces observations : 


ANNEES Les MORTALITE =p. 100 
JUoh Shen Act, Meta moe egret a aiey Lane 4 50 0 
IES, ae oe 3 0 0 
INS 5k oo ys 104 2 2 
1896 . 146 0) 0 
DSO ae ne tes mee Ce ee 160 4 3 
S898 Gee ae sh. ak! ay arate See 288 3 4 
Oe, Sere OU ey ees ae 320 a 4 
LOD A mers cb Ree Me ene te eS 404 5 he 
ALE Pe gee eS dane See OR 647 2 0,3 
MOO2Z Se ta won sek Oa ers 516 8 1 eal 
NO OSM qed eh ate Nee Gee gence Set 556 4 0.9 
Te ener Beier ee Peace 537 ) 4 
UD OST sured Secs meteorite ee eeasy ot ni noo 4 0.5 
NOG eee Ree ere eae 146 8 i 
ESO Tghc es e ae we Sco anes, scr) =r ae 765 7 1 
AD Sie, ovate toatl a ol al ee, tee 867 13 Wet 
HOOD eee = 4 cele ME Re a he oe ced eva 846 6 ORS 
LOA QE Glas am F his Bao hae oe LS A Rt we aa 780 7 4 
MOAN ME ONS vast rs oewergles eine wee re 796 3 0.4 
LOL Dee meee Te lak sie ee ens 1.120 4 0.4 
MOA emcee cies) tie 5 fer eT et cot eon (oo 600 (1) 2 23) 


On peut observer que pendant les trois derniéres années la 
mortalité reste presque fixe (en comptant le nombre des per- 
sonnes mortes pendant le cours du traitement). Je n’ai, de_ 
plus, remarqué aucun cas de paralysie pendant ces trois années. 

Il est évident que dans les Instituts ot l’on note une augmen- 
tation de la mortalité, il y a lieu d’essayer Vemploi des virus 
de passage régénérés. 


(1) Jusqu’au 4e" mai 1913. 
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ERRATUM 


Article de MM. J. Braipré et A. Boouer. Sur 15 vaccinations contre la clave- 
lée par virus sensibilisé : 
Page 826, ligne 15, au Meu de : injection, lire : infection. 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — L. MARerueux, imprimeur, 1, rue Uassette. 
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